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Resumen 
La reparación rápida y eficiente de epitelios después de un daño tisular es un proceso de 
gran importancia en el mantenimiento de la integridad y homeostasis de los organismos 
multicelulares. Esto es particularmente cierto para los metazoos basales que dependen en 
gran medida de la barrera natural proporcionada por los epitelios para protegerse de 
amenazas externas. Dado que no se sabe mucho acerca de los mecanismos de reparación 
epitelial en este tipo de animales, ni del balance de estos procesos con la respuesta inmune, 
en este trabajo se identificaron y caracterizaron dos genes a partir de una librería de cDNA 
del cnidario Hydractinia symbiolongicarpus que codifican proteínas con estructura de 
dominios característica de factores trefoil (TFF). En mamíferos y anfibios, los TFF participan 
en varios procesos de reparación epitelial. Uno de los genes encontrados (hysyTFF) codifica 
una proteína con cuatro dominios trefoil en tándem, mientras que el otro (TFF-ShK) codifica 
una proteína con un dominio trefoil entre dos dominios ShK. El dominio ShK fue observado 
por primera vez en toxinas de cnidarios que inhiben canales de potasio dependientes de 
voltaje, y se ha encontrado en varias proteínas relacionadas con el sistema inmune y 
remodelación de tejidos. Los dos genes fueron secuenciados en su totalidad a partir de cDNA 
y se hizo un análisis de sus perfiles de expresión después de un daño epitelial mecánico y un 
reto inmune bacteriano usando RT-qPCR. Además, se caracterizó la localización de la 
expresión de la proteína por medio de un ensayo de inmunofluorescencia en el animal 
completo, y se hicieron análisis filogenéticos con el fin de conocer la historia evolutiva del 
dominio. 
Nuestros resultados sugieren que al menos uno de los genes candidatos (hysyTFF) juega un 
papel importante en la inducción de la reparación epitelial en H. symbiolongicarpus, dado su 
perfil de expresión y su localización en el moco del individuo. El segundo candidato (TFF-
ShK), por otra parte, parece estar involucrado en procesos del sistema inmune innato del 
cnidario como respuesta a cambios en la composición o concentración de la flora bacteriana 
circundante. Posteriores trabajos sobre estos genes, podrían proporcionarnos un mejor 
entendimiento de procesos de reparación e inmunidad innata en diferentes grupos de 
metazoos. 
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Abstract 
Rapid and efficient repair of epithelia following tissue damage is a fundamental process in 
the preservation of integrity and homeostasis of multicellular organisms. This is particularly 
true for basal metazoans that depend primarily on the epithelia and mucose natural barrier 
to protect themselves from external threats. Not much is known about the mechanisms 
underlying epithelial repair in basal metazoans, or about the relationship between these 
processes and the immune response. Here we identified and characterized two genes from a 
cDNA library in the cnidarian Hydractinia symbiolongicarpus apparently homologous to 
epithelial repair genes in mammals and amphibians called trefoil factors (TFF). One of the 
genes (hysyTFF) was predicted to encode a protein with four tandemly-repeated trefoil 
domains, while the other (TFF-ShK) was predicted to encode a protein with a trefoil domain 
between two ShK domains. The latter domain was first observed in cnidarian toxins 
inhibiting voltage-dependent K+ channels and has later been found in several proteins 
related to the immune system and tissue remodeling. The two genes were sequenced from 
cDNA, and their expression profiles after an epithelial damage and a bacterial immune 
challenge were analyzed using RT-qPCR. Furthermore, the localization of the protein was 
identified using a whole-mount immunofluorescence assay, and phylogenetic analyses of the 
evolutionary history of the trefoil domain were performed. 
Results suggest that at least one of the candidates (hysyTFF) plays an important part in the 
induction of epithelial repair in H. symbiolongicarpus, given its expression profile and the 
localization in the mucus of the organism. On the other hand, the other candidate (TFF-ShK) 
may be involved in the innate immune response of the cnidarian to changes in the 
composition or concentration of the bacterial flora that surrounds it. Further research of 
these genes will be useful in our understanding of the, so called, innate immune system in 
basal metazoans. 
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I. Introducción 
En el contexto del sistema inmune en metazoos, los epitelios y mucosas cumplen un papel 
importante como la primera barrera de defensa física ante amenazas externas. Los procesos 
de reparación epitelial son esenciales para el mantenimiento de dicha función y consisten 
mecanismos especializados que pueden dividirse en dos grandes grupos: restitución y 
regeneración. La restitución consiste en la migración y proliferación de células epiteliales 
circundantes al daño, mientras que la regeneración consiste en la diferenciación de nuevas 
células a partir de células multipotentes o pluripotentes.  
Los procesos de regeneración han sido estudiados ampliamente en animales modelo de 
diversos taxones [1]. Los procesos de restitución epitelial, por otra parte, sólo han sido 
estudiados a profundidad en vertebrados (particularmente mamíferos) y en Drosophila 
melanogaster [2]. A partir de los estudios en mamíferos, se han encontrado diferentes 
moléculas responsables de la iniciación de la restitución en mucosas como el factor de 
crecimiento de hepatocitos, EGF y los factores trefoil (TFF). Estas últimas son proteínas 
pequeñas (12–22 kD) caracterizadas por poseer uno o más dominios trefoil (llamados así por 
su forma de trébol) estabilizados por enlaces disulfuro que los hacen resistentes a 
degradación enzimática y se pueden encontrar naturalmente en forma de monómeros, 
dímeros y heterodímeros [3].  
Los TFF son evolutivamente conservados en mamíferos y anfibios, y se producen 
naturalmente en asociación con mucinas y, por consiguiente, en todas las mucosas [4]. Su 
función en reparación epitelial y protección de mucosas se basa en su acción motógena, 
induciendo migración de células epiteliales adyacentes al sitio de daño. Los motógenos son 
proteínas que estimulan la migración, más no la proliferación de células epiteliales. Además 
de su rol como iniciadores de la restitución, se ha visto que los TFF participan en procesos 
anti-apoptóticos, en procesos inflamatorios y, en algunos casos, parecen jugar un papel 
importante en la diferenciación de células en las mucosas [3]. 
Pese a que se tiene información acerca de varias funciones de los TFF, aún quedan muchas 
preguntas por resolver acerca de los mecanismos de acción ni de la historia evolutiva de 
estas moléculas [3, 5]. Con el objetivo de obtener un mejor entendimiento de la evolución de 
los mecanismos de reparación epitelial en metazoos, se utilizó en este estudio al organismo 
modelo Hydractinia symbiolongicarpus (Cnidaria: Hydrozoa) en la identificación y el estudio 
de genes candidatos involucrados en la restitución epitelial de metazoos basales. Esto se 
debe a que Hydractinia es un modelo óptimo para estudiar genes conservados que puedan 
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estar relacionados con los procesos de reparación de epitelios en diversos grupos de 
metazoos [6]. 
Los hidrozoarios son organismos que poseen una estructura corporal sencilla caracterizada 
por dos capas celulares de origen endo- y ectodérmico, con pocos tipos celulares 
diferenciados. Son un grupo de organismos que evolucionó hace más de 550 millones de años 
y, sin embargo, poseen una gran complejidad genética y comparten una gran variedad de 
genes con los vertebrados [7]. Si se tiene en cuenta su sencilla estructura corporal, se puede 
decir que los hidrozoos son organismos principalmente epiteliales y, por lo tanto, la primera 
(y más importante) línea de defensa de su sistema inmune corresponde a los epitelios. 
Consecuentemente, estos organismos poseen una notable capacidad de regeneración tisular, 
mediada por distintos mecanismos celulares, siendo posible, en algunos casos, regenerar 
individuos completos a partir de células disgregadas [8, 9]. Todas estas características, 
además de su facilidad de cultivo en el laboratorio, han hecho de los hidrozoarios y, en 
especial, de organismos pertenecientes a los géneros Hydra e Hydractinia, excelentes 
modelos para el estudio de diferentes fenómenos biológicos como reparación y regeneración 
tisular, alorreconocimiento (reconocimiento diferencial de tejidos propios y extraños), 
desarrollo embrionario e inmunología evolutiva [10]. 
Utilizando este organismo modelo, procedimos a la identificación por homología de 
secuencia de dos genes candidatos a estar involucrados en procesos de reparación epitelial. 
Para esto se hizo un sondeo aleatorio de una librería de cDNA y se seleccionaron dos 
candidatos posiblemente homólogos a TFF. Uno de los candidatos encontrados (TFF-ShK) 
posee, además, un dominio ShK. Este dominio es interesante en el contexto inmune y de 
reparación de debido a que bloquea algunos tipos de canales de potasio dependientes de 
voltaje y se encuentra presente proteínas como toxinas características de cnidarios y 
metaloproteasas de matriz, involucradas en la defensa del organismo y la remodelación de 
tejidos, respectivamente [11]. Hasta el momento no se han reportado proteínas que posean la 
arquitectura de TFF-ShK que combina dominios trefoil y ShK simultáneamente. Sin embargo, 
recientemente fue reportado un receptor scavenger (uno de los receptores encargados de 
reconocimiento de patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMPs)) en 
moluscos que posee un dominio ShK-like [12], lo que sugiere que estos dominios podrían 
participar en otros procesos relacionados con inmunidad. 
Posterior a la identificación de los candidatos, se procedió a hacer una caracterización de 
secuencia y a caracterizar el perfil de expresión de ambos genes ante un daño epitelial y un 
reto inmune con bacterias, usando PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Finalmente se 
produjeron anticuerpos policlonales de gallina contra los candidatos y se localizaron las 
proteínas en los pólipos empleando técnicas de inmunofluorescencia en el animal completo. 
Los análisis del perfil de expresión de hysyTFF después del daño epitelial mecánico muestran 
un leve incremento rápido en la expresión de la proteína en los primeros 15 minutos, seguido 
de un retorno a la expresión basal y un incremento tardío en la expresión tras 12 horas. TFF-
ShK, por el contrario, muestra un incremento gradual seguido de un regreso a la expresión 
basal después de la exposición a una alta concentración de bacterias en el reto inmune. La 
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inmunofluorescencia, además, mostró que hysyTFF es una proteína secretada en el moco del 
organismo.  
Estos hallazgos nos permiten inferir que el gen candidato hysyTFF  tiene un posible rol en la 
iniciación del proceso de reparación epitelial en Hydractinia symbiolongicarpus. Por otra 
parte, si bien TFF-ShK, no parece tener un papel relevante en el proceso de reparación de los 
epitelios, es muy posible que sea un gen relacionado con la respuesta del organismo a 
cambios en la densidad o conformación de la flora bacteriana circundante.  
 
  
 
 
 
II. Objetivos 
Objetivo general 
Caracterizar la expresión de los genes de hysyTFF y TFF-ShK en Hydractinia 
symbiolongicarpus. 
Objetivos específicos 
 Obtener las secuencias completas de los 2 genes encontrados que codifican para 
proteínas con dominios trefoil y ShK. 
 Evaluar la expresión diferencial de hysyTFF y TFF-ShK en Hydractinia 
symbiolongicarpus tras un reto inmune bacteriano y daño epitelial aséptico por medio 
de PCR cuantitativa (qPCR). 
 Identificar la localización de la expresión de hysyTFF y TFF-ShK en diferentes estados 
del desarrollo por inmunodetección empleando anticuerpos policlonales de gallina. 
 Evaluar la homología de hysyTFF y TFF-ShK con otras proteínas que presentan 
dominios TFF y ShK mediante análisis filogenéticos y de evolución molecular. 
 
 
  
 
 
 
III. Marco teórico 
1. Mecanismos de reparación epitelial 
La barrera epitelial se encuentra en una delicada homeóstasis con el medio y está sometida a 
diversas presiones que pueden resultar en daños o heridas que comprometen su 
continuidad. Por lo tanto, mecanismos de reparación rápidos y eficientes son necesarios para 
garantizar la integridad del individuo y evitar posibles infecciones de patógenos oportunistas 
[13]. 
Ciertamente, en una gran variedad de organismos, las células epiteliales son las primeras 
responsables de la activación de los mecanismos efectores de la inmunidad innata a través de 
la detección de patógenos, por medio de los receptores de reconocimiento de patrones 
moleculares (PRRs) [7, 14]. Esto es particularmente cierto en el caso de los metazoos basales, 
como los cnidarios, que carecen de células especializadas para producir las moléculas 
receptoras y efectoras del sistema inmune innato. El epitelio, por lo tanto, representa el 
sistema de defensa más ancestral en metazoos [10]. 
Dependiendo de la gravedad del daño en el organismo, la reparación de epitelios puede darse 
por restitución del tejido (curación de heridas), o por regeneración. Los dos procesos se 
llevan a cabo por mecanismos y tipos celulares distintos, pero son procesos complementarios 
ya que se ha visto que no puede ocurrir regeneración si los mecanismos de restitución no 
funcionan adecuadamente [15]. 
1.1 Reparación epitelial por restitución 
El principal mecanismo empleado por los metazoos en la reparación de epitelios es la 
restitución epitelial. Este es un proceso que consiste en la migración de células diferenciadas 
hacia la herida, o hacia el daño epitelial, que luego proceden a dividirse hasta restablecer la 
función de barrera y la continuidad del epitelio [16]. Una característica importante de este 
proceso es que las células participantes no tienen la necesidad de pasar por un proceso de 
diferenciación. La restitución epitelial es común en daños leves de los epitelios que no 
comprometen la integridad de la membrana basal de los mismos, y consiste principalmente 
en un proceso de migración y proliferación celular acompañado, por lo general, de una 
respuesta inflamatoria en vertebrados [17, 18]. 
Tras un daño epitelial, la restitución del epitelio ocurre rápidamente por medio de los 
siguientes pasos: primero, las células epiteliales que bordean la herida cambian su 
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morfología a un fenotipo migrante, deshacen las uniones con las células circundantes y 
migran hacia la herida. Allí, proliferan rápidamente hasta lograr el cubrimiento total del área 
de la herida, y, finalmente, recuperan su fenotipo original (Figura 1) [19]. A nivel molecular, 
este proceso está mediado por una serie de proteínas que señalizan los diversos cambios en 
el fenotipo y el metabolismo celular. Entre estas moléculas hay algunas bien caracterizadas 
en algunos grupos animales tales como citoquinas, factores de crecimiento epitelial (EGFs) y 
moléculas motógenas como los factores trefoil (TFF, objeto de este estudio y de los cuales se 
hablará con mayor detalle en la siguiente sección) [20, 21]. 
Es importante resaltar que los epitelios de las mucosas son particularmente eficientes en la 
restitución después de un daño, probablemente debido a que se encuentran normalmente 
sometidas a mayores presiones del medio. Los mecanismos moleculares involucrados en la 
restitución de mucosas han sido estudiados en modelos de mamíferos y en cultivos celulares. 
Tras la proliferación rápida de las células en la herida el proceso culmina con la secreción, 
por parte de las células epiteliales, de las moléculas típicas del moco como las mucinas, 
diversas glicoproteínas, colágeno, TFFs y otras proteínas de la matriz extracelular (ECM) 
[22]. 
 
Figura 1. Restitución epitelial en mucosas. Se indican los pasos que ocurren después de un daño epitelial: Cambio 
de fenotipo de las células que rodean la herida, migración, proliferación celular y restitución de los componentes 
del moco. Adaptado de [23, 24] 
1.1.1 Factores trefoil (TFF) 
La familia de péptidos conocidos como factores trefoil (TFF) fue caracterizada originalmente 
en líneas celulares de cáncer de glándulas mamarias en humanos, y a partir de su 
descubrimiento se ha encontrado ampliamente distribuida en diferentes grupos de 
vertebrados [5]. Los TFF son péptidos pequeños que oscilan en masa entre los 7 y 12kD y son 
secretados por las células productoras de moco en diversos epitelios, y particularmente en 
epitelios gástricos en vertebrados. Se caracterizan por tener uno o más dominios trefoil, los 
cuales son estructuras en forma de trébol que se dan al formarse enlaces disulfuro entre las 
cisteínas 1-5, 2-4 y 3-6, numeradas desde el extremo amino-terminal de la molécula. Estos 
enlaces estabilizan el dominio y generan su estructura secundaria característica con tres 
loops que le da el nombre al dominio (Figura 2). Además, los enlaces disulfuro y la estructura 
compacta hacen que los TFF sean resistentes a degradación enzimática y por calor [25].  
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Figura 2 Estructura secundaria de TFF3 de Sus scrofa. En rojo se muestran los enlaces disulfuro, y las flechas 
indican cada uno de los tres loops que le dan al dominio su forma de trébol característica. 
Tres tipos de TFF (TFF1 a 3) fueron caracterizados inicialmente en humanos y cerdos y 
posteriormente se han encontrado homólogos en otros mamíferos y anfibios. TFF1 y 3 son 
proteínas que tienen un solo dominio trefoil, mientras que TFF2 tiene dos dominios trefoil en 
tándem [26]. En diversos ensayos funcionales se ha encontrado que la función principal de 
esta familia de péptidos es la de ser iniciadores, de manera sinérgica, de la restitución 
epitelial [27]. De los tres TFFs de mamíferos, TFF3 es el único indispensable para la iniciación 
de la restitución [24]. 
Durante el proceso de la restitución de las mucosas los TFFs 1) estimulan el cambio 
morfológico de las células epiteliales de un fenotipo columnar a un fenotipo migratorio, 2) 
actúan separando las uniones estrechas entre células, y sobre las uniones entre célula y 
matriz extracelular (ECM), permitiendo así la migración de las mismas, y (3) cumplen un 
papel antiapoptótico que impide que las células circundantes a la herida mueran antes de 
haber cubierto la misma [28]. 
Cada uno de los TFFs en mamíferos se expresa en secciones específicas del sistema 
gastrovascular y otras mucosas (como conductos lacrimales y pulmones) generando 
patrones de expresión particulares, de la misma manera que las mucinas con las cuales se 
asocian; y sus funciones, y expresión varían dependiendo del tejido observado [3, 29]. En 
diferentes tejidos y diferentes condiciones experimentales, se han sugerido roles adicionales 
como la supresión de tumores, la regulación recíproca de la expresión de otros TFFs, la 
inhibición de la respuesta inflamatoria, y la iniciación de la angiogénesis entre otros [3, 21, 
26, 30, 31]. También se ha encontrado que los TFF tienen variados efectos en experimentos 
de silenciamiento o de sobreexpresión de genes en ratones: Los ratones que no expresan 
determinado TFF son más susceptibles a daños en el tracto gastrointestinal, tienen una 
menor tasa de recuperación de daño en las mucosas y su capacidad de respuesta ante un reto 
TFF3 
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inmune se ve comprometida [32]. Además, ratones con deficiencia de TFF1, en particular, 
muestran un aumento en el desarrollo de tumores, lo que sugiere que este péptido es 
supresor de tumores gástricos [33, 34] 
Pese a que se tiene mucha información acerca de los efectos de los TFFs in vivo e in vitro, aún 
hay mucho que se desconoce sobre los mecanismos específicos a través de los cuales logran 
dichos efectos [24]. Se ha propuesto que los TFF participan en la activación de los factores de 
transcripción de la familia NFκB por una vía diferente a la de los factores de crecimiento 
epidérmico (EGF) [35]; también se ha sugerido que interactúan con receptores de quimiocina 
(un tipo de citoquina) asociados a cascadas de señalización de procesos antiapoptóticos y de 
migración celular [36]. Finalmente, algunos estudios sugieren que los TFF interactúan con 
mucinas y otras proteínas de secreción asociadas a ellas [4, 37]. Sin embargo, hasta la fecha 
no se han encontrado pruebas concluyentes de que los TFF interactúen directamente con 
ninguno de estos posibles ligandos o receptores y por lo tanto no ha sido posible explicar 
satisfactoriamente los diversos fenotipos encontrados asociados a su expresión. 
1.2 Regeneración epitelial 
La regeneración de tejidos u órganos es un fenómeno de interés en biología del desarrollo y 
ha sido ampliamente estudiada en varios grupos de invertebrados. Consiste en la generación 
de células epiteliales de novo a partir de la diferenciación de otras células. El proceso de 
regeneración se puede dar por medio de procesos epimórficos (procesos que involucran la 
formación de un blastema y rápida proliferación celular), como los que se dan en algunos 
anfibios [1]; o por procesos morfalácticos (procesos en los que la proliferación celular no es 
importante) como en algunos cnidarios [38]. Esta diferenciación entre los dos tipos de 
proceso es importante ya que nos dice de dónde proviene el tejido regenerado en un 
organismo: El tejido regenerado por epimorfosis está conformado en su totalidad por células 
“nuevas”, en tanto que el tejido regenerado por morfalaxis está compuesto por una mezcla de 
células somáticas preexistentes y células nuevas generadas a partir de ellas [39]  
La capacidad de regeneración de tejidos difiere mucho entre los diferentes grupos animales, 
e incluso entre diferentes etapas del desarrollo de un mismo individuo. No hay muchas 
especies que conserven sus capacidades de regeneración una vez alcanzada la madurez 
sexual del organismo con algunas notables excepciones como los platelmintos y cnidarios, 
que son capaces de regenerar organismos completos a partir de células disgregadas [39, 40]. 
En el caso de los vertebrados, se ha perdido la facultad de regeneración, o está limitada a 
ciertos grupos aislados que son capaces de regenerar extremidades u órganos específicos, 
como es el caso de los urodelos, algunos peces teleósteos y órganos específicos en mamíferos 
como el folículo piloso, o la cornamenta en alces y venados [39]. 
Uno de los modelos animales más utilizados en la investigación de vías de desarrollo y 
regeneración es Hydra (Cnidaria: Hydrozoa). Gracias a estudios realizados sobre varias 
especies de este género, se conoce que la regeneración en cnidarios puede tomar una de dos 
vías: 
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(1) Regeneración a partir de células pluripotentes: 
Los cnidarios como Hydra son organismos con una estructura corporal simples y pocos tipos 
celulares entre los que se encuentran las células intersticiales (células i), que son células 
pluripotentes (en este género) a partir de las cuales se pueden diferenciar diversos tipos 
celulares [6]. Estas células tienen la capacidad de migrar a través de los epitelios hacia el sitio 
de la herida, y se ha encontrado que tras un daño epitelial severo (e.g. la remoción de la 
cabeza en Hydra) se señaliza la apoptosis de las células alrededor de la herida y se estimula la 
diferenciación de las células i siguiendo un patrón corporal específico [38]. 
(2) Regeneración a partir de otros tipos celulares diferenciados 
En el caso de los hidrozoos, se ha observado que la regeneración se puede llevar a cabo 
también a partir de células epiteliales diferenciadas, las cuales pueden de-diferenciarse o re-
diferenciarse para regenerar algunos tipos epiteliales como las células glandulares (son 
células multipotentes, pero no pueden regenerar otros linajes, a diferencia de las células i). 
Las células epiteliales en Hydra tienen la capacidad de regenerar el cuerpo completo, sin 
necesidad de la presencia de células i, como se ha demostrado en experimentos con hidras 
epiteliales (hidras a las que se les ha removido todos los tipos celulares excepto los epitelios). 
En este caso, para que haya regeneración a partir de células epiteliales, es necesario que haya 
como mínimo células provenientes de ectodermo y endodermo, además de una cantidad 
mínima de mesoglea. Se ha demostrado que, sin importar la disposición en la que estén las 
células, éstas tienen la capacidad de reorganizarse y recrear la estructura original de 
endodermo y ectodermo [9, 38, 41]. 
2. Los cnidarios y su importancia como modelo 
biológico 
El phylum Cnidaria está compuesto por metazoos basales dipoblásticos que habitan en 
ambientes acuáticos y predominantemente marinos. Poseen un plan corporal simple con 
alrededor de 12  tipos celulares especializados e identificables morfológicamente, simetría 
radial y dos capas de tejido epitelio-muscular de origen endo y ectodermal separados por una 
capa de matriz extracelular (la mesoglea). Es un grupo compuesto por organismos muy 
variables en cuanto a morfología y ciclos de vida, siendo el estándar la alternancia de 
generaciones entre formas de pólipo y medusa. En muchos casos, sin embargo, la etapa de 
medusa se encuentra ausente, y la generación de gametos es función de gonóforos que hacen 
parte de los pólipos de manera permanente o semipermanente [42, 43].  
Comúnmente se clasifica a los cnidarios en 4 clases: Anthozoa, Cubozoa, Scyphozoa e 
Hydrozoa, siendo Anthozoa el grupo más antiguo, e Hydrozoa, el de divergencia más reciente 
[44]. Filogenéticamente, los cnidarios son el grupo hermano de los animales bilaterales, y se 
ha observado que, pese a su posición basal, poseen la mayor parte de las familias génicas 
encontradas en bilateria, lo que sugiere que gran parte de la complejidad génica de los 
bilateria ya se encontraba presente en el ancestro común de ambos grupos [45]. Estos 
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factores, sumados a que varias especies pueden ser cultivadas en el laboratorio y 
manipuladas genéticamente, hacen de los cnidarios excelentes organismos modelo para el 
estudio de la evolución de diversos fenómenos de interés biológico. En particular, se han 
empleado estos modelos animales en investigación en los campos de la biología del 
desarrollo, evolución e inmunología [6, 46]. 
2.1 Hydractinia symbiolongicarpus 
El organismo modelo empleado en el presente trabajo es Hydractinia symbiolongicarpus 
(Cnidaria: Hydrozoa). H. symbiolongicarpus es un organismo colonial y sésil que habita en las 
conchas de cangrejos ermitaños de la especie Pagururs longicarpus en la costa este de 
América del Norte [47]. Como otros miembros del género Hydractinia, las colonias están 
conformadas por pólipos polimórficos que se pueden clasificar en: gastrozoides (pólipos de 
alimentación), gonozoides (pólipos reproductivos), tentaculozoides y dactilozoides (Figura 
3): 
(A) Los gastrozoides o pólipos nutritivos son los que el organismo utiliza para atrapar su 
alimento y digerirlo. Son los pólipos más comunes en las colonias y constan del tubo principal 
del pólipo unido por el extremo aboral a la red estolonal, con la boca rodeada de tentáculos 
en el extremo opuesto. (B) Los segundos pólipos más frecuentes en las colonias sexualmente 
maduras son los gonozoides o pólipos reproductivos. H. symbiolongicarpus es un organismo 
dioico, de tal manera que colonias de sexos diferentes generan gametos diferentes. Además, 
en este organismo se ha perdido evolutivamente la fase de medusa, común en otros 
hidrozoarios, y la producción de los gametos se lleva a cabo en los gonóforos en su lugar. Por 
último encontramos a los (C) dactilozoides y a los (D) tentaculozoides. Estos últimos dos 
tipos de pólipos son similares a los gonozoides, con la diferencia de que no portan gonóforos 
y, en lugar de boca, tienen paquetes de cnidocitos en su extremo oral, por lo que dependen 
del transporte de nutrientes y señales de otros pólipos a través de la red estolonal. 
Dactilozoides y tentaculozoides se localizan en los bordes de la colonia y se ha propuesto que 
su función es la de atrapar huevos del cangrejo anfitrión y de defensa, respectivamente; sin 
embargo, son observados muy raramente en las colonias [48–50]. 
 
Figura 3. Colonia adulta de H. symbiolongicarpus. (A) Gastrozoide. (B) Gonozoide. (Punta de flecha) canales 
gastrovasculares que componen la mata estolonal. (Círculo). Espículas de quitina sobresaliendo en la mata 
estolonal. 
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Los pólipos están conectados entre sí por una red de tubos gastrovasculares de origen 
endodérmico conocidos como estolones, que, en el caso de Hydractinia, crean un “tapete” 
cubierto por tejido vivo de origen ectodérmico que se conoce como mata estolonal (Figura 3). 
Como otros hidrozoos, Hydractinia secreta un esqueleto de quitina debajo de la mata 
estolonal, lo que proporciona un soporte mecánico a la colonia [43]. En algunas ocasiones, se 
pueden observar espículas o acumulaciones de quitina que forman protuberancias entre los 
estolones. 
El ciclo de vida de H. symbiolongicarpus (Figura 4) inicia en el momento de la fecundación. El 
huevo fecundado se divide sincrónicamente al comienzo y luego de manera asíncrona cuando 
comienza la diferenciación celular. Alrededor de 3 días después, este proceso lleva a la 
generación de una larva plánula que posee una capa de células endodermales y una de 
células ectodermales separadas por la mesoglea. Para que esta larva dé lugar a una nueva 
colonia, es necesario que haya un agente inductor externo de la metamorfosis. En colonias  en 
su hábitat natural la inducción se da a través de sustancias secretadas por bacterias que, se 
cree, crecen en el mismo sustrato. En el laboratorio, la metamorfosis se puede inducir con 
diferentes agentes tales como amoniaco o cloruro de cesio, siendo este último el más 
frecuentemente usado por su alta tasa de inducción a bajas concentraciones. El resultado de 
la metamorfosis es el desarrollo de un pólipo primario que será el fundador de una nueva 
colonia mediante una continua gemación de nuevos pólipos (expansión clonal) [48, 51, 52].  
 
Figura 4. Ciclo de vida de H. symbiolongicarpus. Imagen adaptada de [14] 
               H. 
symbiolongicarpus 
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2.1.1 Distribución celular y estructura de los epitelios en 
H. symbiolongicarpus 
Los tejidos en Hydractinia tienen varios tipos de células diferenciadas discernibles 
morfológicamente tanto en el ectodermo como en el endodermo, y además con cierto grado 
de especialización entre los diferentes tipos de pólipos y en la red estolonal. En la plánula 
formada ya se encuentran los diversos tipos celulares tales como células epiteliales, 
nerviosas, cnidocitos, células intersticiales, etc. Los tipos celulares se mantienen en el pólipo 
adulto aunque existe una reestructuración corporal mediada por apoptosis durante la 
metamorfosis [53]. 
Las células epiteliales de los hidrozoarios se encuentran unidas por uniones septadas 
(septate junctions, SJ) en lugar de uniones estrechas (tight junctions, TJ) como en los epitelios 
en vertebrados. Estas uniones tienen como característica principal una apariencia escalonada 
cuando se observan al microscopio. Funcionan como barreras de permeabilidad, al igual que 
las TJ y además juegan un papel importante en la polaridad (basal-apical) de las células 
epiteliales[54, 55]. 
El ectodermo presenta una estructura relativamente uniforme en toda la colonia, con una 
capa de células epiteliales en la que intermitentemente se encuentran: células glandulares 
que secretan el esqueleto de quitina, células musculares, varios tipos de células nerviosas, y 
cnidocitos, que son células urticantes que contienen toxinas empleadas para atrapar sus 
presas y defenderse de posibles agresores [49]. 
La estructura del endodermo, en cambio, varía notoriamente dependiendo de qué parte de la 
colonia se esté observando. En la red estolonal se presenta una capa uniforme de células 
epiteliales vacuoladas, mientras que en interior de los gastrozoides se encuentra, además, 
una gran cantidad de células glandulares que poseen cuerpos proteicos usados para la 
digestión [49, 50]. En intersticios entre las células epiteliales y algunas veces en la mesoglea 
(la matriz extracelular presente entre las dos capas celulares) se ha reportado la presencia de 
células pluripotentes ameboideas llamadas células intersticiales o células i, las cuales se 
pueden diferenciar en células somáticas y germinales [56]. Finalmente, en los gonozoides se 
encuentran diferenciadas las células reproductivas correspondientes al sexo del individuo 
[50]. 
2.2 Sistemas de defensa mediados por los epitelios en 
Cnidaria 
Como se mencionó arriba, los epitelios pueden ser considerados el principal órgano inmune 
de los cnidarios. Además de estar equipados con una gran variedad de receptores de 
patrones moleculares (PRRs), poseen diversos mecanismos o cascadas de señalización que 
llevan a la opsonización o lisis de los patógenos. Existe una gran diversidad en cuanto a las 
moléculas efectoras y de señalización que posee cada especie de cnidario estudiada hasta el 
momento pero, en general, todos poseen un arsenal de defensas activas secretadas por las 
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células epiteliales i.e. péptidos antimicrobianos, toxinas de diversos tipos e inhibidores de 
proteinasas [7, 10].  
Las diferentes toxinas y péptidos antimicrobianos tienen diferentes estructuras y 
mecanismos de acción. Una gran parte de ellos son (poli) péptidos pequeños que pueden 
funcionar como bloqueadores de canales iónicos, desestabilizando la homeóstasis del 
organismo. Un ejemplo de ellos es la toxina ShK que tiene un dominio ShK característico y 
forma parte de varias proteínas del sistema inmune. 
2.2.1 Toxinas ShK 
Finalmente, uno de los principales mecanismos de defensa contra organismos multicelulares 
extraños en cnidarios es la producción de diferentes tipos de toxinas. Entre estas toxinas está 
ShK (Stichodactyla helianthus K+ channel toxin), que se encontró originalmente en la 
anémona marina Stichodactyla helianthus, y es una molécula que bloquea los canales de 
potasio dependientes de voltaje del tipo Kv 1.3 y 3.1, y los canales de potasio dependientes de 
Ca+2 de conductancia intermedia (IKCa) generando una despolarización de la membrana en la 
célula afectada [57]. 
Los péptidos que componen la familia de toxinas ShK (o ShK/BgK) son relativamente 
pequeños (de 35 a 37 aminoácidos) y poseen una estructura similar a la de ShK, que consiste 
en dos hélices α y una hélice similar a 310; además de dos residuos altamente conservados 
que son los más importantes en la funcionalidad de la molécula: Un residuo de lisina (Lys22) 
y un aminoácido aromático (por lo general Tyr23). La estructura de las toxinas ShK es muy 
estable gracias a enlaces disulfuro cuyo número puede variar de 2 a 5 (Figura 5). Se han 
encontrado miembros de esta familia en diversos organismos como anémonas y serpientes. 
Además, los aminoácidos funcionales están altamente conservados en otras toxinas que 
bloquean canales de potasio, incluso si no están estructuralmente relacionadas, como es el 
caso de péptidos producidos por escorpiones [58, 59]. 
Los canales de potasio típicos de tipo Kv consisten en un canal o poro formado por las 
regiones transmembranales 5 y 6 de cada una de las cuatro subunidades α que los hacen 
funcionales. El bloqueo de los canales por parte de las toxinas tipo ShK se basa en la unión de 
Lys22 a cuatro aminoácidos acídicos provenientes de las cuatro subunidades α que luego es 
estabilizada por medio de interacciones hidrofóbicas entre Tyr23 y amino ácidos aromáticos 
de una de las subunidades. De tal manera que la toxina ocluye la entrada al poro del canal, 
impidiendo el paso de iones por el mismo [57]. Por medio de dicho mecanismo, las toxinas 
con dominios ShK tienen efectos varios en diferentes sistemas biológicos como inhibición de 
la activación de linfocitos TEM (Linfocitos T de memoria), activación repetitiva de nervios 
pregangliónicos e inducción de contracción en fibras musculares, entre otros. Actualmente se 
considera que los péptidos con dominios ShK pueden tener aplicaciones terapéuticas en 
procesos autoinmunes como artritis reumatoide, esclerosis múltiple y diabetes tipo I debido 
al efecto inhibidor que tienen sobre los linfocitos T [60]. 
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En cuanto a la importancia evolutiva de los dominios ShK, se ha encontrado que estos 
dominios están evolutivamente conservados en enzimas de metazoos, y juegan un papel 
importante en diferentes procesos biológicos como remodelamiento tisular, desarrollo e 
inmunidad [11, 12, 61]. 
 
Figura 5. Toxina ShK de la anémona marina S. helianthus. Se muestran en negro los enlaces disulfuro. 
 
  
 
 
 
IV. Metodología 
1. Cultivo de Hydractinia symbiolongicarpus en 
condiciones controladas de laboratorio. 
Los ensayos realizados en este trabajo fueron realizados con material biológico proveniente 
de uno de los individuos del cultivo de Hydractinia symbiolongicarpus establecido en el 
laboratorio de Inmunología Evolutiva e Inmunogenética de la Universidad Nacional de 
Colombia. Este cultivo se conformó a partir de colonias silvestres obtenidas en un muestreo 
en Woods Hole, Massachusetts en 2009. Se hicieron explantes de cada colonia encontrada 
sobre láminas de microscopio marcadas con un identificador numérico único. Debido al 
crecimiento clonal de H. symbiolongicarpus, es posible hacer réplicas de cada lámina (que 
corresponde a un individuo) por medio de explantes posteriores a partir de las láminas 
originales. De esta forma se garantiza la obtención de la cantidad deseada de material 
biológico, al mismo tiempo que se mantiene el cultivo con los individuos originales. 
A partir del establecimiento del cultivo las láminas se mantienen en cajas adecuadas dentro 
de acuarios de 40L con agua marina artificial (Instant Ocean®) de densidad relativa 
graduada a 1.022 a 18±2°C, con aireación constante y con reemplazo del 20% del volumen 
semanalmente. La alimentación de las colonias se lleva a cabo cada tercer día con nauplios de 
dos días de edad de Artemia salina. Además, se hace una revisión periódica de las condiciones 
fisicoquímicas de temperatura y pH del agua para cada acuario, asegurándonos de que se 
mantengan constantes a 20°C (±1°C) y pH 8.3, respectivamente [62]. 
Para la obtención de ácidos nucléicos o proteínas, las colonias se dejan en inanición durante 3 
días, con el fin de garantizar que no queden restos de tejido de A. salina en el sistema 
gastrovascular de H. symbiolongicarpus en el momento de la extracción. 
Dados los objetivos de este trabajo, se siguió una metodología experimental dividida en 4 
secciones grandes usando tejido proveniente del individuo HWB40 (según nomenclatura del 
laboratorio), como se muestra en la Figura 6: 
 Identificación y secuenciación de los candidatos. 
 Caracterización del perfil de expresión de los genes. 
 Caracterización del perfil de expresión de las proteínas. 
 Análisis filogenético de los dominios 
 18 
 
 
 
 
Figura 6. Esquema de los pasos metodológicos seguidos en este trabajo. 
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2. Identificación y secuenciación de los candidatos 
El trabajo inicial que condujo a este proyecto fue realizado en el grupo de investigación de 
Inmunología evolutiva e Inmunogenética de la Universidad Nacional de Colombia. En este 
estudio previo se llevó a cabo un screening aleatorio de una genoteca de cDNA de Hydractinia 
symbiolongicarpus. De todas las secuencias encontradas, se seleccionaron dos que contenían 
dominios trefoil según los predictores de InterPro Scan. La primera, llamada de aquí en 
adelante hysyTFF, estaba compuesta por 341 nucleótidos codificando 96 aminoácidos 
incluyendo el codón de parada. La segunda, TFF-ShK, tenía un total de 371 nucleótidos que 
codifican un péptido de 106 aminoácidos incluyendo, también, un solo codón de parada. 
Además, la predicción de dominios de las secuencias iniciales indicó que hysyTFF tenía 2 
dominios trefoil en tándem y TFF-ShK, un dominio trefoil seguido de uno ShK. 
Inicialmente se confirmó la presencia de las secuencias encontradas en la genoteca de cDNA 
en un individuo de H. symbiolongicarpus por medio de la secuenciación de los fragmentos de 
los dos genes a partir de cDNA. Para esto, se extrajo RNA total de muestras de tejido de un 
individuo macho (HWB40) empleando el reactivo TRIzol® (Invitrogen) y siguiendo el 
protocolo sugerido por el fabricante para extracciones de RNA a partir de muestras con alto 
contenido de polisacáridos. Después de evaluar la integridad de la muestra en un gel de 
agarosa al 1%, se llevó a cabo la retrotranscripción usando el sistema RevertAid First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Los transcritos de interés fueron amplificados por 
PCR convencional usando primers específicos (Anexo B-1) y visualizados por medio de 
electroforesis en gel de agarosa al 1%, para su posterior purificación por medio de 
precipitación con acetato de sodio y etanol. Los productos de amplificación se secuenciaron 
usando el método de Sanger en el servicio de secuenciación del IGUN – Universidad Nacional 
de Colombia. 
2.1 Obtención de las secuencias completas de los genes 
candidato 
Dado que las secuencias derivadas de la genoteca de cDNA estaban incompletas hacia el 
extremo 5’, se procedió a realizar la amplificación rápida de extremos de cDNA 5’ (5’-RACE) 
[63] empleando el kit comercial GeneRacer™ (Invitrogen) a partir de RNA fresco del mismo 
individuo. Se diseñaron primers específicos para PCR del extremo 5' en dos posiciones 
diferentes de la secuencia conocida (Anexo B-1), lo que permitió realizar la amplificación por 
PCR anidada, seguido de la clonación de los productos en E. coli utilizando los vectores y 
células incluidos en el kit (pCR®4Blunt-TOPO® vector y E. coli quimiocompetentes One 
Shot® TOP10, respectivamente), para su posterior secuenciación. Se secuenciaron 12 clones 
en ambos sentidos para cada uno de los genes de interés. 
Finalmente, se diseñaron primers específicos (Anexo B-1) para las secuencias completas 
obtenidas a partir del 5’RACE de ambos genes y se llevó a cabo la secuenciación a partir de 
cDNA y DNA genómico. El DNA genómico fue extraído a partir de tejido fresco empleando el 
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método de fenol/cloroformo y precipitación con etanol. Los productos fueron clonados en E. 
coli usando el kit pGEM®-T Easy Vector System II para su secuenciación y posterior crio-
preservación a -80°C. La secuenciación de los productos de PCR y los productos insertados en 
plásmidos se hizo usando el método de Sanger por medio del servicio de secuenciación del 
IGUN – Universidad Nacional de Colombia y de Macrogen (Corea). 
3. Caracterización de la expresión diferencial de los 
genes ante un reto inmune bacteriano y  un daño 
epitelial mecánico. 
3.1 Reto inmune bacteriano 
El reto inmune bacteriano se llevó a cabo siguiendo el protocolo planteado por Schwarz, 
2007 [64] como se describe a continuación: 
El objetivo del reto es evaluar las posibles variaciones en la expresión de los genes de interés 
tras la exposición de colonias sanas de H. symbiolongicarpus a una alta concentración de 
bacterias con el fin de estimular los PRRs del hidrozoario y desencadenar una respuesta 
inmune efectora. Para hacerlo, se emplearon bacterias del género Vibrio aisladas a partir de 
un octocoral (Eunicia sp.) y cedidas generosamente por el Grupo de Investigación de 
Comunidades Bacterianas de la Universidad Nacional de Colombia. Se cultivaron las bacterias 
durante toda la noche en medio LB con agitación constante (180 rpm) a 29°C.  Se determinó 
la concentración de las bacterias por densidad óptica a 600nm, se centrifugaron y 
resuspendieron en agua marina artificial pasteurizada a una concentración final de 1.05× 109 
cells/ml inmediatamente antes de la exposición.  
Por otra parte, se cortaron 39 fragmentos de las colonias de H. symbiolongicarpus de 10 a 20 
pólipos cada uno y se dejaron reposar en agua marina artificial durante 1 hora antes de la 
exposición. Esta se realizó en cajas de Petri con volúmenes iguales de la suspensión de 
bacterias. Se introdujeron tres fragmentos por cada tiempo de muestreo (0, 15min, 30min, 
1h, 3h, 6h, 12h, 24h, 36h, 48h) en las cajas y se dejaron allí durante 1 hora (tiempo de 
exposición). Después, los fragmentos se trasladaron cuidadosamente a nuevas cajas de Petri 
conteniendo sólo agua marina artificial pasteurizada. Los fragmentos fueron dejados para su 
recuperación en dichas cajas durante los diferentes tiempos hasta el muestreo. Pasado el 
tiempo indicado, los fragmentos fueron introducidos en tubos con 1ml de TRIzol® y se 
homogenizaron usando pistilos. Las muestras homogenizadas en TRIzol® se mantuvieron a -
20°C hasta el momento de la extracción. En el caso de los controles (tomados en tres tiempos 
(0, 24h, 48h)), los fragmentos fueron introducidos en agua marina artificial pasteurizada en 
lugar de la suspensión de bacterias durante el tiempo de exposición. 
Metodología 21 
 
3.2 Daño epitelial mecánico 
El objetivo principal de este tratamiento es recrear un daño mecánico que podría ocurrir 
naturalmente a una colonia silvestre, reproduciendo las condiciones necesarias para que 
ocurra un proceso de restitución epitelial. Con este fin, se obtuvieron 51 fragmentos de 
colonias de H. symbiolongicarpus con 10 a 20 pólipos cada uno y se mantuvieron en agua 
marina artificial con manipulación mínima hasta el momento del tratamiento. Los 
fragmentos se separaron en dos grupos: 27 fragmentos para el grupo tratado y 24 para el 
grupo control. A diferencia del tratamiento de reto inmune, en este caso era particularmente 
importante tener un control para cada tiempo, con el fin de controlar los posibles cambios en 
el nivel de expresión causados por la manipulación del tejido. 
Los fragmentos en el grupo tratado fueron frotados con un pincel suave hasta observar una 
interrupción en la continuidad del epitelio y se devolvieron al agua marina artificial para ser 
muestreados por triplicado en los tiempos establecidos (15min, 30min, 1h, 3h, 6h, 12h, 24h, 
36h y 48h post-tratamiento) Cada fragmento fue introducido en un tubo con 1ml de TRIzol®, 
homogenizado con pistilos y mantenido a -20°C hasta el momento de la extracción. 
3.3 qPCR 
Después de finalizados los tratamientos, se llevó a cabo la extracción de RNA a partir del 
tejido homogenizado en TRIzol® siguiendo las recomendaciones del fabricante para tejidos 
con alto contenido de polisacáridos. Posteriormente se trató cada muestra de RNA con DNasa 
I (MoBio) y se diluyeron a la misma concentración (62ng/µL). La síntesis de cDNA a partir de 
las muestras de RNA de los dos tratamientos (reto inmune y daño aséptico) se llevó a cabo 
utilizando el RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) partiendo de el 
mismo volumen de RNA en todas las reacciones.  
Una vez obtenidas las muestras de cDNA, se llevó a cabo la cuantificación de la expresión de 
los genes de interés por PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR), empleando el equipo Eco 
Real Time PCR (Illumina®) para ShK y Roche Light Cycler 2.0 para TFF, con SYBR Green I dye 
y usando primers específicos (Anexo A-2). La normalización se hizo por medio de 
estandarización con el gen de referencia (housekeeping) actina amplificando un fragmento de 
157bp. Para cada ensayo de qPCR se obtuvieron curvas de fusión con el fin de asegurar 
amplificación específica y ausencia de dímeros de primers. 
Con el fin de llevar a cabo la cuantificación absoluta de cada gen amplificado, se hicieron 
curvas de calibración empleando plásmidos recombinantes derivados de la clonación de los 
productos del 5’-RACE. Se cuantificó la concentración de cada plásmido utilizando el equipo 
NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare) y se calculó el número de copias del 
plásmido por microlitro de muestra utilizando la siguiente fórmula: 
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Finalmente se hizo el análisis de los datos por cuantificación relativa al gen de referencia 
actina por medio del análisis ΔΔCt siguiendo la metodología descrita por Livak [65] y la 
corrección para las eficiencias de reacción de la PCR descrita por Pfaffl [66]. 
4. Caracterización de la expresión por medio de 
inmunofluorescencia 
4.1 Síntesis de péptidos para inmunización 
En primer lugar se diseñaron péptidos para inmunizar gallinas usando la secuencia traducida 
de cada gen. Se escogieron 2 péptidos de 20 aminoácidos para cada uno de los dos genes 
empleando el servidor de ubicación de epítopes para células B de la Universidad Tecnológica 
de Dinamarca (BepiPred [67]), con valores óptimos de hidrofobicidad, antigenicidad de 
Parker y accesibilidad. Los péptidos seleccionados fueron sintetizados en la Fundación 
Instituto de Inmunología de Colombia (FIDIC) por el grupo de Síntesis Química usando el 
método estándar de síntesis de péptidos poliméricos en fase sólida (SPPS).  
En total se diseñaron 4 péptidos para sintetizar: P1, P2 para hysyTFF, y P3, P4 para TFF-ShK. 
La secuencia y ubicación de los péptidos sintetizados se resume a continuación en la Tabla 1. 
Tabla 1. Secuencias y localización de los péptidos usados para la inmunización de las gallinas. 
Nombre del 
Péptido 
Secuencia 
Proteína de 
origen 
Localización en la 
secuencia (residuo) 
P1 RKIAATRRHDCGYPGITKRA 
hysyTFF 
151-171 
P2 LRKATERDDCGYPGITEFE 197-215 
P3 WSPLEQNSKYPWCFYPEGVT 
TFF-ShK 
81-108 
P4 EGVTKKDLSDEVTPDEKCED 105-124 
*Para la síntesis se reemplazaron las cisteínas con serinas, con el fin de evitar la formación de entrecruzamientos no controlados. 
4.2 Producción de anticuerpos policlonales de gallina 
Las gallinas utilizadas para producir los anticuerpos fueron proporcionadas generosamente 
por el profesor Gonzalo Díaz, de la facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de 
Colombia. Las gallinas fueron mantenidas por miembros del grupo de trabajo del profesor 
Díaz (Amparo Cortés y Tito Rodríguez), en las instalaciones adecuadas de la facultad, en 
condiciones controladas óptimas para su crianza. La inmunización fue llevada a cabo 
siguiendo el diseño experimental que se muestra en la Figura 7. Como se puede observar en 
la figura, las gallinas de los grupos 1, 3, 4 y 6 fueron inmunizadas con un solo péptido, 
mientras que las de los grupos 2 y 5 fueron inmunizadas con una mezcla de los dos péptidos 
de la misma proteína. Para cada uno de los grupos incluidos en el diseño, se inocularon 3 
gallinas. 
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Figura 7. Diseño experimental de inmunización. Se muestran los 7 grupos de 3 gallinas cada uno que fueron 
inmunizados con los diferentes péptidos. 
Se inmunizaron las gallinas siguiendo el cronograma mostrado en la Tabla 2, y usando una 
emulsión de volúmenes iguales del péptido seleccionado para cada gallina resuspendido en 
PBS y Adjuvante de Freund. Comúnmente se usa Adjuvante Completo de Freund (ACF) en la 
primera inmunización con el fin de estimular una mayor respuesta inicial del sistema 
inmune; esto se debe a que es más irritante y puede causar un mayor estrés al animal debido 
a sus componentes. Una vez se ha estimulado esta respuesta inicial, no es necesario emplear 
ACF en los refuerzos. Si la sustancia contra la cual se va inmunizar las gallinas presenta una 
alta antigenicidad, se recomienda emplear Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) en todas 
las inoculaciones para evitar estresar a los animales más de lo necesario [68]. Teniendo en 
cuenta esta información, y que no se conocía la antigenicidad de nuestros péptidos, se decidió 
utilizar ACF en la primera gallina de cada grupo y AIF en las otras dos Para la primera 
inoculación. Para los refuerzos (inoculaciones 2 y 3), se utilizó AIF en la preparación de todas 
las emulsiones.  
Los péptidos liofilizados fueron resuspendidos en PBS 1X y se hicieron alícuotas de 250µL, 
correspondientes a 100µg totales de péptido para cada gallina (100μg de péptido puro o una 
mezcla de 50µg de cada uno de los péptidos, dependiendo del grupo de inmunización). En el 
caso del grupo control, se hicieron alícuotas de 250µL de PBS 1X sin péptido. El mismo día de 
la inoculación, cada alícuota fue mezclada con un volumen igual (250µL) de ACF o AIF y la 
mezcla fue emulsionada empleando una jeringa de 3mL con una aguja de calibre 21. Las 
inoculaciones se llevaron a cabo cada 25 días inyectando a las gallinas en el área pectoral, 
comenzando una semana previo al inicio de postura de los huevos, con el fin de obtener 
anticuerpos en los huevos desde el comienzo de la misma. 
Tabla 2. Cronograma de inmunización. Se muestra el número de semanas transcurridas desde el nacimiento de las 
gallinas. 
Semana Actividad Fecha Adyuvante usado en la emulsión 
15 1° inoculación 18 mayo Freund Completo o Incompleto 
17 Inicio postura 6 junio - 
19 2° inoculación 18 junio Freund Incompleto 
21 3° inoculación 2 julio Freund Incompleto 
 
Los huevos fueron recogidos diariamente por 10 semanas, extrayendo la yema y 
almacenándola en tubos estériles de 15mL debidamente marcados. A cada tubo se le agregó 
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un volumen de 1:100 de una solución de azida de sodio 5% en Tris-HCl como preservativo y 
se mantuvieron refrigerados a 4°C.  
Posteriormente se llevó a cabo la extracción de anticuerpos usando el método de 
precipitación con azida de sodio. Se mezclaron 1350µL de una solución de azida de sodio 
0.05% en Tris-HCl 10mM (pH 5.00) con 150µL de yema de huevo. Se incubaron las muestras 
a 4°C toda la noche y luego se centrifugaron a 10,000 g por 25 minutos. El sobrenadante 
corresponde al extracto enriquecido con IgY (Inmunoglobulinas de aves) y fue usada para los 
ensayos de validación e inmunofluorescencia. Los extractos de IgY se mantuvieron 
almacenados a 4°C hasta su uso. 
4.3 Validación de los anticuerpos obtenidos 
Con el fin de probar y validar los anticuerpos obtenidos, se hizo una cuantificación inicial de 
proteína en cada extracto. Con esta información, se procedió a evaluar la cantidad relativa de 
las IgY específicas de cada extracto por medio de ELISA indirecto, fijando cada péptido como 
antígeno inicial. Finalmente, se procedió a hacer ensayos de Western Blot con el fin de 
evaluar la especificidad de los anticuerpos a las proteínas de Hydractinia symbiolongicarpus. 
4.3.1 Cuantificación de proteína total en los extractos de 
IgY 
Se llevó a cabo la cuantificación de proteína total en los extractos usando el kit Coomassie 
Plus Bradford Assay (Thermo Scientific®) con el protocolo sugerido por el fabricante para 
microensayos en microplacas. Se hizo curva de calibración para cada placa utilizando 6 
estándares de BSA de concentraciones entre 0 y 20µg/mL por triplicado incluyendo 1µL de 
buffer de extracción por cada mililitro de solución (con el fin de incluir el buffer de extracción 
como parte del blanco). Se llevó a cabo una dilución de 1:1000 de cada uno de los extractos 
para cuantificar agregando 1µL de muestra en 999µL de agua destilada y desionizada. 
4.3.2 Identificación de extractos de IgY con anticuerpos 
específicos para los péptidos sintéticos 
Una vez cuantificada la cantidad de proteína total en cada uno de los extractos de IgY se 
procedió a identificar las gallinas que desarrollaron anticuerpos específicos contra los 
péptidos empleados en la inmunización. Para esto, se llevó a cabo un tamizaje inicial 
utilizando dos extractos de IgY de cada gallina como anticuerpos primarios. Se realizaron 
pruebas de ELISA indirecto en los cuales se inmovilizaron los péptidos en placas de 96 pozos 
y se evaluó la cantidad relativa de anticuerpo específico presente en los extractos de IgY. 
Debido a que no se tienen péptidos y anticuerpos primarios de control, se hizo una curva de 
estandarización inmovilizando IgYs de concentración conocida a la placa (entre 0 y 60ng de 
cantidad total por pozo), incubando con anticuerpos de burro conjugados con HRP (DAIgY-
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HRP, Gallus Immunotech®) y revelando con ABTS (2,2'-Azinobis-(3-etibenzotiazolin-6-
sulfónico), SIGMA). Esto con el fin de con el fin de tener un parámetro de comparación de la 
intensidad de la señal en los ELISA indirectos 
Los péptidos se diluyeron a una concentración de 10ng/uL en buffer carbonato (10mM) pH 
9.6, para obtener una cantidad final de 500ng de péptido por pozo. Se incubaron las placas 
durante 1 hora a temperatura ambiente seguido de incubación toda la noche (12 a 16 horas) 
a 4°C. Se realizaron lavados entre cada cambio de solución 4 veces con PBS 1X pH 7.4. Se 
removió el exceso de líquido y se procedió a bloquear utilizando una solución de gelatina de 
pez de agua fría (Sigma) 1% (P/V) y Tween 20 0.02% en PBS incubando durante 1.5 horas a 
25°C. Se diluyeron todos los anticuerpos primarios a la misma concentración (10ug/mL) y se 
hizo una incubación por 1 hora a 37°C. La incubación con anticuerpo secundario DAIgY-HRP 
se hizo a una dilución 1:2000, por 1 hora a 37°C. Finalmente, se reveló utilizando ABTS 2X 
con el fin de incrementar la señal. 
Después del tamizaje inicial que sólo incluyó algunos extractos, se llevó a cabo un tamizaje 
más exhaustivo con todos los extractos de IgY obtenidos de las gallinas que generaron mejor 
señal siguiendo el mismo procedimiento mencionado arriba, con el fin de identificar 
claramente aquellos que tenían una mayor cantidad de anticuerpos específicos contra 
nuestros péptidos. Además, con el fin de tener una idea de cuáles extractos de IgY podrían 
presentar una mayor sensibilidad en los western blot, se realizaron ELISA indirectos 
inmovilizando extracto de proteína de Hydractinia en la placa, y se probó la capacidad de 
detección de los extractos de IgY para proteínas en los extractos de proteína total. En este 
caso, las curvas de estandarización se realizaron con cantidades conocidas de péptido 
sintético fijadas a las placas. 
4.3.3 Evaluación de la especificidad de los anticuerpos 
obtenidos 
a. Extracción de proteína de los animales: 
Se llevó a cabo extracción de proteína de Hydractinia symbiolongicarpus y Podocoryne sp. 
(Especie de hidrozoo colonial cercanamente relacionado con H. symbiolongicarpus) para usar 
en los ensayos de validación de los anticuerpos utilizando buffer RIPA (150mM NaCl, 
1%Triton X-100, 0.5% Sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50mM Tris, DTT 1mM pH8.0) con 
inhibidores de proteasas cOmplete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack (Roche). Para ello, se 
cortaron fragmentos de colonia de alrededor de 20mg, se introdujeron en 250uL de buffer de 
extracción preparado fresco cada vez, y se maceraron en el buffer con un pistilo, seguido de 
sonicación (10s, pulsos de 1s, intervalos de 2s) sobre hielo. Se centrifugaron las muestras 
para remover el tejido quitinoso (16.000xg, 20min, 4°C) y se guardó el sobrenadante en 
alícuotas a -80°C hasta su uso. Finalmente, se cuantificó la cantidad de proteína total en el 
extracto usando el método descrito en la sección 4.3.1. 
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b. Western Blot 
Con el fin de evaluar la especificidad de los anticuerpos en los extractos identificados en los 
ELISA, y de conocer algo más sobre nuestras proteínas de interés en el contexto biológico, se 
llevaron a cabo Western blots de los extractos de proteína de H. symbiolongicarpus  y 
Podocoryna. sp., y muestras de los péptidos utilizando membranas de polifluoruro de 
vinilideno (PVDF) que se incubaron con los diferentes extractos de IgY de los que se obtuvo 
mejor señal en los ensayos anteriores.  
Las muestras se corrieron en geles de SDS-PAGE con poliacrilamida 12% por 1 hora y media 
a 120V. Posteriormente, se realizó la transferencia en cámara fría a 200mA de corriente 
constante por 1 hora y media a membranas de PVDF previamente activadas con metanol 
absoluto. Con el fin de confirmar si la transferencia fue exitosa, se tiñó la membrana con 
Ponceau S. Tras la documentación de la membrana teñida, esta se lavó con agua destilada, se 
reactivó con metanol, se lavó de nuevo con agua destilada y con TBS y se procedió a 
bloquearla con leche descremada preparada fresca cada vez, durante 1h a temperatura 
ambiente. Las incubaciones con los anticuerpos y el revelado se hicieron siguiendo el 
siguiente esquema de tiempos y diluciones: 
1) Incubación con los anticuerpos primarios seleccionados: Dilución 1/1000 durante 
toda la noche a 4°C 
2) Lavado: 3 lavados de 3 minutos con agitación con TTBS (TBS 1X, Tween 20 0.05% 
V/V). 
3) Incubación con el anticuerpo secundario DAIgY-HRP, Gallus Immunotech®: Dilución 
1/5000 durante toda la noche a 4°C. 
4) Lavado: 3 lavados de 3 minutos con agitación con TTBS, seguidos de 3 lavados de 3 
minutos con agitación con TBS (con el fin de remover todo rastro de Tween 20 para 
el revelado). 
5) Revelado de la membrana con el kit Immun-Star™ HRP Chamiluminescent Kit de Bio-
Rad siguiendo las indicaciones del fabricante y el sistema de documentación de 
BioRad ChemiDoc™ XRS+ System, con una acumulación de señal de imagen cada 30 
segundos por 20 tomas con el programa de alta resolución. 
4.4 Inmunofluorescencia 
Los ensayos de inmunofluorescencia se llevaron a cabo siguiendo el protocolo de Wolenski, 
2013 [69] con algunas modificaciones: 
Se llevó a cabo la fijación del tejido a estudiar (pólipos adultos como parte de un fragmento 
de colonia y larvas de 4 días) por medio de inmersión en tres soluciones de fijación 
diferentes:  
1) Formaldehído 4% en agua marina artificial 
2) Solución de Carnoy (60% Etanol, 30% Cloroformo, 10% Ácido acético Glacial) 
3) Solución Metacarnoy (60% Metanol, 30% Cloroformo, 10% Ácido acético Glacial) 
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Los fragmentos de colonia y las larvas  se sumergieron primero en una solución de 7% MgCl2 
en agua marina artificial con el fin de relajarlos para la fijación. 1 a 5 pólipos o hasta 50 larvas 
se introdujeron en un tubo Eppendorf de 1.5mL con 1mL de la correspondiente solución de 
fijación fresca, y se incubaron durante toda la noche a 4°C con agitación suave. 
Posteriormente se realizaron tres lavados con buffer PBS-Triton-X 0.2%, se transfirió el 
tejido a placas de 12 pozos, y se incubaron con buffer de bloqueo (1X PBS, 1% BSA, 0.5% 
Triton X-100, 0.2% Cold Fish Gelatin, 10mM EDTA) a 4°C durante 2 días con agitación suave 
y constante.  
Se incubaron las muestras con el extracto de IgY validado para cada péptido, en dilución 
1:500 durante toda la noche a 4°C con agitación constante y se procedió a lavar usando el 
buffer PTx (1X PBS, 0.2% Triton X-100, 10mM EDTA) 6 veces y 5 minutos cada vez. La 
incubación posterior con los anticuerpos secundarios (Alexa Fluor® 594 goat anti-chicken 
IgG en dilución 1:1000) se hizo durante toda la noche a 4°C. Finalmente, se hicieron 6 lavados 
de 10 minutos con buffer PTx, se hizo la incubación con DAPI durante 15 minutos a 
temperatura ambiente, seguida de 6 lavados de 5 minutos con Buffer de lavado (Tris-HCl 
7.6mM, NaCl 10mM, EDTA 10mM) y se procedió a hacer el registro fotográfico de los tejidos 
usando un estereoscopio Carl Zeiss SteREO Discovery.V8. 
5. Análisis de relaciones evolutivas entre las proteínas 
de interés y sus homólogos en metazoos. 
Las secuencias para el análisis se obtuvieron a partir de de la base de datos SMART de 
proteínas (buscando secuencias en todas las bases de datos disponibles que tuvieran 
dominios trefoil reportados) [70], y BLAST [71] en las bases de datos de nucleótidos y 
proteínas del NCBI, usando nuestras secuencias y las secuencias de los TFF de mamíferos y 
anfibios que se conocen. Además, se hizo una búsqueda adicional por nombre de dominio y 
BLAST en las bases de datos especializadas de cnidarios: AiptasiaBase [72], CnidBase [73], y 
las bases de datos de ESTs de cnidarios SymBioSys [74] y de los genomas de Acropora 
digitifera [75] y Nematostella vectensis [76]. Se crearon dos matrices iniciales 
correspondientes a los alineamientos por dominios de (1) Proteínas compuestas sólo por 
dominios trefoil. (2) todos los dominios trefoil encontrados en las bases de datos. Se hicieron 
los análisis con las secuencias encontradas de aminoácidos, o secuencias de nucleótidos 
traducidas, resumidas en el Anexo B. 
Estas dos matrices se alinearon por dominios usando el algoritmo MAFFT [77], seguido de 
una revisión manual con el programa BioEdit [78]. El análisis inicial se hizo utilizando el 
método de parsimonia con los programas SeqBoot, ProtPars y Consense del paquete PHYLIP 
3.67 [79]. Se hicieron análisis de bootstrap de 100 réplicas en parsimonia y se obtuvieron 
árboles por consenso de la mayoría y consenso estricto.  
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V. Resultados 
1. hysyTFF codifica para una proteína con cuatro 
repeticiones de dominios trefoil y TFF-ShK, para un 
dominio trefoil entre dos dominios ShK 
 (A) 
 
(B) 
 
(C) 
 
 Figura 8. (A) Estructuras de dominios de hysyTFF y TFF-ShK comparadas con las de proteínas caracterizadas de 
otros metazoos. (B) Secuencias de los dominios trefoil de hysyTFF y TFF-ShK, comparadas con la de humanos. (C) 
Secuencias de los dominios ShK de TFF-ShK. Comparadas con la de Stychodactyla helianthus. En (B) y (C) se 
resaltan los residuos conservados característicos de cada dominio. 
La secuencia completa de nucleótidos resultante de la amplificación por RACE (incluyendo 
UTRs) para hysyTFF tiene un tamaño de 832bp y la de TFF-ShK, de 498bp y se traducen en 
proteínas de 236 y 155 aminoácidos contados desde la primera metionina hasta el codón de 
parada, respectivamente (Secuencias completas en el Anexo A). A partir de estas secuencias 
se diseñaron los primers para su confirmación (Anexo B) y se logró confirmar exitosamente 
ambos genes por secuenciación del producto amplificado a partir de cDNA de H. 
Human TFF3 N Q C A V - P A K D R V D C G Y P H V T P K E C N N R G C C F D S R I P G - - - V P W C F K P
hysyTFF (Dominio 1) A K C R N I K A S M R V D C G Y H G I S P L D C L R K G C C Y G - E L K V - - A G P W C Y H R
hysyTFF (Dominio 2) A N C P M I E A N K R E D C G Y P G I S K S D C V K K G C C Y N - A I K E - - K G P W C Y Y R
hysyTFF (Dominio 3) E K C R K I A A T R R H D C G Y P G I T K R A C E K K G C C Y S - E L L N - Q S G P W C Y H R
hysyTFF (Dominio 4) E K C L R - K A T E R D D C G Y P G I T E F E C M K R G C C Y N - S L P G - R - G P W R Y Y R
TFF-ShK (Dominio 2) V E C P N I E A S K R R D C G H Y G I T Y L D C Y H K G C C W S - P L E Q N S K Y P W C F Y -
S. helianthus ShK R S C I D T I P K S R C T A F Q - - - - C K H S M K Y R L S F C R K T C G T C
TFF-ShK (Dominio 1) E A C K D - - Y N N F C H Y M S K Y G A C S WN - N N T K T T C S R T C G I C
TFF-ShK (Dominio 3) E K C E D - - T N E W C H Y H T Q R G G C H I S - D F T K K V C R R S C N L C
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symbiolongicarpus. La predicción de dominios de ambas proteínas utilizando BioEdit [78], 
BLAST [71] y el servidor InterProScan [80] de EMBL-EBI mostró que hysyTFF codifica para 
una proteína que tiene 4 dominios trefoil, mientras que TFF-ShK codifica para una con un 
dominio trefoil entre dos dominios de toxina ShK (Figura 8(A)). Además, se predijo la 
presencia de un péptido señal para ambas proteínas utilizando los servidores de predicción 
del CBS de la Universidad Tecnológica de Dinamarca [81].  
TFF-ShK presenta una arquitectura de dominios que no ha sido reportada hasta el momento 
y, la secuencia más cercana que se encuentra al hacer BLAST es una proteína no 
caracterizada de Hydra magnipapillata. (ID: XM_002164851.2) con 3 dominios ShK y sólo 
18% de cobertura con 73% de identidad. hysyTFF, por otra parte, tiene una arquitectura de 
dominios igual a los TFF que han sido encontrados en algunos anfibios como Bombina 
maxima, Xenopus laevis y Xenopus (silurana) tropicalis. De estos, se han hecho ensayos 
funcionales con el TFF de B. maxima (BmTFF) que sugieren un rol en reparación epitelial 
como los de los TFF en mamíferos [31]. 
Como se muestra en la Figura 8 (B), los dominios trefoil de hysyTFF y TFF-ShK muestran un 
nivel de conservación muy bajo en secuencia (tanto de nucleótidos como de aminoácidos), 
conservando únicamente los residuos de  seis cisteínas y aminoácidos positivos 
característicos del dominio, de tal manera que conservan la estructura: 
xxCxxxxxx+xxCG#xxxxxxxCxxxxCC#xxxxxxxxWC#xxxxxxxx. Donde x es cualquier 
aminoácido, C es cisteína, G es glicina, + corresponde a un aminoácido cargado 
positivamente, y # es un residuo aromático. 
2. El dominio trefoil tiene una historia evolutiva 
compleja dividida en dominios pertenecientes a 
enzimas y dominios pertenecientes a proteínas de 
mucosas. 
En la búsqueda inicial para la Matriz 1 (secuencias de proteínas sólo con dominios trefoil) se 
encontraron 110 secuencias de proteínas en varias clases de metazoos compuestas 
exclusivamente por dominios trefoil incluyendo hysyTFF. Se incluyó también el dominio 
trefoil de TFF-ShK, y tres secuencias de proteínas provenientes de organismos diferentes a 
metazoos (2 de fungi y una del dinoflagelado Lingulodinium polyedrum, encontrada en las 
bases de datos de shotgun transcriptome assembly del NCBI). Tras la división por dominios de 
cada proteína se obtuvo una matriz de 61 caracteres por 215 secuencias de dominios. 
Con el fin de analizar en detalle la historia evolutiva de los TFF de mamíferos, se hizo primero 
un análisis de máxima parsimonia con proteínas y un análisis de distancias (Neighbor 
Joining) De una matriz más pequeña generada con secuencias exclusivamente de mamíferos 
(Figura 9). El árbol resultante mostró que los diferentes dominios de las proteínas TFF en 
mamíferos se generaron por duplicaciones, y seguramente ya se encontraban presentes en el 
ancestro común de todos los mamíferos. Según esta topología, el dominio 1 de TFF2 habría 
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sido el primero en aparecer como lo vemos hoy en día, seguido por TFF1, el segundo dominio 
de TFF2 y TFF3. 
 
Figura 9. Árbol de distancias obtenido por Neighbour Joining con las secuencias de TFF de mamíferos. se muestra 
la localización genómica de los tres genes en el cromosoma 21 de H. sapiens. La topología obtenida por parsimonia 
no presentó diferencias en la conformación de los grupos grandes de dominios. 
A continuación se procedió a hacer el análisis de la matriz completa con todas las secuencias 
TFF-like encontradas. Sin embargo, el árbol obtenido tanto por parsimonia como por 
distancias y Neighbour-joining para dicha matriz no tenía soporte de bootstrap para los 
nodos/organismos más basales. A partir de estos resultados, se decidió hacer un análisis más 
profundo usando todas las secuencias de dominios trefoil (independientemente de si estaban 
acompañadas de otros dominios o no) encontradas en las bases de datos. Se hizo un 
alineamiento  con el programa MAFFT que generó una matriz con 436 secuencias 
distribuidas en varios grupos como se muestra en la Tabla 3. 
Tabla 3. Distribución de las secuencias de dominios trefoil encontradas en las bases de datos. Se incluyeron 
secuencias de proteínas conformadas por otros dominios aparte de trefoil. 
Phylum 
Clase 
Número de secuencias de 
dominios encontradas 
Choanoflagellatea 2 
Fungi 2 
Mortierellaceae 2 
Placozoa 6 
Tricoplacia 6 
Cnidaria 25 
Anthozoa 13 
Hydrozoa 12 
Echinodea 2 
Echinodermata 2 
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Hemichordata 6 
Hemichordata 6 
Trematoda 1 
Platyhelminthes 1 
Nematoda 1 
Chromadorea 1 
Rotifera 2 
Eurotatoria 2 
Mollusca 3 
Bivalvia 3 
Insecta 2 
Arthropoda 2 
Chordata 384 
Ascidiacea 41 
Leptocardii 10 
Actinopterygii 46 
Amphibia 88 
Aves 19 
Reptilia 4 
Mammalia 176 
Total de 
secuencias 
436 
A partir de este alineamiento se hizo un análisis filogenético por parsimonia con el programa 
ProtPars del paquete Phylip 3.695 y se obtuvo la topología mostrada a continuación en la 
Figura 10. El árbol, que tiene como grupo externo un dominio trefoil de una proteína no 
caracterizada del placozoo Trichoplax adherens, es un consenso estricto de 100 árboles de 
parsimonia que tiene muy pocas politomías. El hecho de que pocos nodos hayan colapsado 
con el consenso estricto es un indicativo de que los agrupamientos obtenidos son muy 
consistentes. 
En esta topología se hace evidente que el dominio trefoil es un dominio ancestral que, tal y 
como fue sugerido por Sommer [82], se originó en el ancestro común de los metazoos. El 
dominio trefoil ancestral formaba probablemente parte de enzimas de procesamiento de 
polisacáridos; por medio de duplicaciones pasó a formar parte de proteínas de zona 
pellucida; y finalmente como dominio constitutivo de proteínas relacionadas con las mucosas. 
Los dominios trefoil de hysyTFF y TFF-ShK pertenecen a este último grupo.  
En la figura podemos observar, además, que no todos los dominios trefoil de hysyTFF y TFF-
ShK se encuentran en el mismo grupo de proteínas. Los dominios 1 y 3 de hysyTFF se 
encuentran en la base de las secuencias de proteínas de zona pellucida, mientras que los 
dominios 2, 4 y el dominio trefoil de TFF-ShK se encuentran entre los que han divergido más 
recientemente como los TFFs de mamíferos. Esto nos sugiere que es posible que los dominios 
de hysyTFF tengan un origen híbrido, o que los dominios 3, 4 y trefoil de TFF-ShK son 
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duplicaciones de los dominios ancestrales surgidas después de la divergencia de mamíferos y 
cnidarios. 
 
Figura 10. Árbol de parsimonia (consenso estricto de 100 árboles) para todas las secuencias de dominios trefoil 
encontradas. En los tonos rojos se señalan los dominios de enzimas de procesamiento de oligosacáridos; en los 
azules, se señalan aquellos provenientes de proteínas de mucosas, y en los morados, los provenientes de proteínas 
de Zona pellucida. Se resaltan en naranja los dominios trefoil de las proteínas estudiadas en este trabajo (hysyTFF 
y TFF-ShK). 
3. El perfil de expresión de hysyTFF muestra 
características de una molécula de reparación 
epitelial, y el de TFF-ShK, de una molécula de 
respuesta inmune 
Por medio de esta aproximación metodológica se obtuvieron los perfiles de expresión de 
hysyTFF y TFF-ShK posteriores a los dos tratamientos propuestos (como se muestra a 
continuación): (1) Reto inmune con bacterias, exponiendo colonias de H. symbiolongicarpus 
durante 1 hora en una suspensión con una alta concentración de bacterias (1x109 
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células/mL), (2) Daño epitelial mecánico directo a las colonias de H. symbiolongicarpus 
usando un pincel de cerdas suaves con el fin de hacer heridas pequeñas controladas. 
Las tres curvas de calibración para los dos genes de interés y el gen de referencia (β-actina) 
se obtuvieron exitosamente con los parámetros de eficiencia de reacción por encima del 95 
por ciento que se muestran en la Tabla 4: 
Tabla 4. Eficiencias de las reacciones de qPCR para los tres genes de interés 
Equipo empleado Gen Eficiencia Mínima R2 
Eco Real Time PCR, Illumina Actina 98.23 0.95 
Eco Real Time PCR, Illumina TFF-ShK 94.68 0.99 
LightCycler 2.0, Roche TFF 98.3 0.90 
Se aisló RNA para todas las muestras y todos los tiempos post-tratamiento y control, y se 
logró la limpieza con DNasa I sin que resultara en una pérdida significativa de cantidad ni 
calidad del RNA (Anexo D-1). A partir de estas muestras se hizo la síntesis de cDNA y se 
procedió a hacer los ensayos de cuantificación por qPCR.  
3.1 Perfil de expresión de hysyTFF después de los 
tratamientos 
El cálculo de cambio en el nivel de expresión para ambos genes se llevó a cabo empleando el 
método ΔΔCt para cuantificación relativa a un gen de referencia y una muestra de calibración 
(sin tratamiento) [83]. Se decidió hacer los análisis por cuantificación relativa en lugar de 
hacerlo por cuantificación absoluta debido a que durante los experimentos de qPCR se 
encontró que hysyTFF es un gen de bajo número de copias para todas las muestras, con 
cantidades detectables entre 10 y 1000 copias por nanogramo de mRNA empleado. Si bien la 
cuantificación absoluta de este tipo de genes es posible, se requiere un muestreo mucho 
mayor al que nos era posible realizar para minimizar el error. 
Se hicieron un total de 4 ensayos de qPCR para hysyTFF para cada una de las tres muestras de 
cada tiempo post-tratamiento, observando que después de una hora de exposición a la 
suspensión de, se detectó una disminución de alrededor del 40% en los niveles de expresión 
de hysyTFF inmediatamente después del tratamiento, como se puede observar en la Figura 
11(A). Esta regulación negativa inicial, es seguida de un aumento significativo del nivel de 
expresión en la primera hora post exposición y una posterior regulación negativa que 
continúa hasta 48 horas después de la exposición. Las diferencias entre las muestras tratadas 
y las muestras del tiempo 0 del control son significativos hasta las 6 horas post-exposición de 
acuerdo al análisis estadístico realizado, y dejan de serlo a partir de ese momento. 
Por otro lado, en la Figura 11(B) se muestra el perfil de expresión de hysyTFF después del 
daño epitelial. En este ensayo se observó un aumento significativo en su nivel de expresión a 
las 12 horas, seguido del regreso a los niveles basales de expresión. También se observa una 
tendencia de la expresión de hysyTFF a aumentar durante la primera media hora post-
tratamiento. Pese a que no fue posible comprobar estadísticamente que este es un cambio 
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significativo, la tendencia se había observado ya en los ensayos preliminares (Datos no 
mostrados) por lo que es probable que sea real. 
(A) 
 
(B) 
 
Figura 11. Perfiles de expresión de hysyTFF después de los tratamientos. (A) Perfil de expresión después de 1 
hora de exposición a una alta concentración de bacterias. (B) Perfil de expresión del gen después de un daño 
epitelial mecánico. En ambos casos, se muestran en naranja los cambios en el nivel de expresión para los controles 
(colonias que no recibieron ningún tratamiento). (*) Diferencias significativas en un intervalo de confianza del 
95% (α=0.05). (**)Diferencias significativas en un intervalo de confianza del 99% (α=0.01). 
3.1 Perfil de expresión de TFF-ShK después de los 
tratamientos 
TFF-ShK mostró patrones de expresión diferentes a los encontrados con hysyTFF. Tras el reto 
inmune, se puede observar un aumento significativo gradual de la expresión de este gen, que 
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tiene un pico a las 12 horas (P= 0.0037), retornando posteriormente al nivel basal de 
expresión en las siguientes 36 horas (Figura 12(A)). El incremento a las 12 horas post-daño 
llega a ser de 4 veces el nivel de expresión basal. 
(A) 
 
(B) 
 
Figura 12 Cambios en el perfil de expresión de TFF-ShK después de los tratamientos. (A) Perfil de expresión 
después de 1 hora de exposición a una alta concentración de bacterias. (B) Perfil de expresión del gen después de 
un daño epitelial mecánico. En ambos casos, se muestran en naranja los cambios en el nivel de expresión para los 
controles (colonias que no recibieron ningún tratamiento). (*) Diferencias significativas en un intervalo de 
confianza del 95% (α=0.05). (**)Diferencias significativas en un intervalo de confianza del 99% (α=0.01). 
En el caso del daño epitelial, en cambio, se observa una regulación negativa de TFF-ShK muy 
rápida, que alcanza el punto más bajo de expresión 15 minutos después del daño. Esta 
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disminución en la expresión es seguida de un gradual retorno al nivel de expresión hasta las 
48 horas post-tratamiento (Figura 12(B)). 
Es importante tener en cuenta que los dos tratamientos probados generan respuestas que 
podrían considerarse opuestas en la regulación de la expresión de hysyTFF y TFF-ShK. Por 
una parte, al encontrarse en presencia de una alta concentración de patrones moleculares 
bacterianos, hysyTFF es inhibido, mientras que TFF-ShK se sobre-expresa considerablemente. 
Por otra parte, frente a un daño epitelial hysyTFF incrementa sus niveles de expresión 
mientras que la expresión de TFF-ShK es inhibida. Estos patrones de expresión nos dan 
indicios de los roles que estas moléculas pueden tener en el mantenimiento de la integridad 
del organismo. 
4. Caracterización de la localización de la expresión de 
los genes 
4.1 Los extractos de IgY obtenidos de las gallinas 
inmunizadas con Adjuvante Completo de Freund tienen 
mayor cantidad de anticuerpos que las inmunizadas con 
Adjuvante Incompleto. 
Se hizo un tamizaje inicial evaluando algunos extractos de IgY para cada una de las gallinas, 
con el fin de saber qué gallinas habían producido más anticuerpos para cada uno de los 
péptidos (o mezcla de péptidos). El tamizaje se hizo utilizando cantidades conocidas de IgY 
como estándar y a partir de allí se hizo una cuantificación relativa de la cantidad presente por 
cada microgramo de proteína total en cada extracto. 
 
Figura 13. Tamizaje inicial de los anticuerpos. En rojo se muestran los extractos con señal positiva en ELISA 
provenientes de gallinas inmunizadas con ACF. En azul, los de gallinas inmunizadas sólo con AIF. 
Como se observa en la Figura 13, se obtuvieron mejores respuestas de los extractos de IgY 
obtenidos de las gallinas que recibieron la primera inoculación con el péptido y Adjuvante 
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Completo de Freund (ACF), comparadas con las de las gallinas que recibieron todas las 
inoculaciones con Adjuvante incompleto de Freund (AIF). Se obtuvieron señales positivas 
para los péptidos P1 y P2 de TFF y P3 de TFF-ShK. Para el segundo péptido de TFF-ShK (P4), 
no se obtuvo señal en ninguno de los ensayos iniciales de tamizaje. 
Dados estos resultados, se decidió hacer pruebas con todos los extractos de IgY obtenidos de 
las gallinas inoculadas con ACF para cada uno de los péptidos, con el fin de identificar 
aquellos que tuvieran mayor cantidad de anticuerpos detectables para utilizar en la 
validación por western blot. Los resultados de estos ensayos se resumen en la Figura 14. 
  
  
Figura 14 Evaluación de los extractos de IgY obtenidos de las gallinas inoculadas con ACF contra cada uno de los 
péptidos en ELISA. Círculos abiertos (): Gallina control. Figuras cerradas (): Gallina inoculada con 
péptido específico. Cruces (): Gallina inoculada con combinación de péptidos (P1-P2 o P3-P4, 
respectivamente). 
Exceptuando para el péptido 4 de TFF-ShK, se obtuvieron extractos de IgY que detectan 
todos los péptidos sintéticos, lo que indica que se tuvo éxito en la producción de los 
anticuerpos policlonales deseados. Se obtuvo una major señal en los extractos de IgY de las 
gallinas inoculadas con sólo uno de los péptidos, comparada con las que se inocularon con la 
combinación para los péptidos de hysyTFF. Esto puede deberse a que se hace la inoculación 
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con una mayor cantidad del mismo péptido aumentando la carga de antígeno a la que se 
exponen las gallinas. 
Se puede observar, además, en la Figura 14 que los picos de cantidad de anticuerpo 
detectable en las gallinas están alrededor de 12 y 22 días después de la segunda 
inmunización (que corresponden a entre 40 y 50 días después de la primera). Dado que el 
sistema inmune de las gallinas tiene memoria, al igual que el de los mamíferos, la respuesta 
inmune secundaria (como la observada después de una inmunización de refuerzo) es más 
rápida y fuerte, tal y como se ve en estos resultados. 
4.2 Los anticuerpos producidos contra hysyTFF reconocen 
complejos de alto peso molecular en el extracto de proteína 
de dos hidrozoarios. 
Aunque la técnica de ELISA tiene una menor sensibilidad comparada con la de Western blot, 
se decidió hacer un ensayo preliminar a los Western blot con el fin de evaluar si es posible la 
detección de hysyTFF usando los extractos de IgY escogidos para que interactúen con la 
proteína total de H. symbiologicarpus y de una especie cercana de hydrozoo (Podocoryna sp.) 
que hace las veces de nuestro control de especificidad. Como se ve en la Figura 15, de los 3 
extractos de IgY, sólo el de número 7 (gallina inmunizada contra P2) generó una señal 
detectable en el ELISA de H. symbiolongicarpus. 
 
Figura 15 Señal obtenida en proteína total para cada uno de los extractos de IgY candidatos con anticuerpo contra 
hysyTFF. Sólo el suero número 7 (obtenido contra el péptido 2) produjo una señal detectable en ELISA. 
Se seleccionaron los extractos con mayores títulos de IgY específicas en las pruebas ELISA 
para realizar las pruebas de Western blot. Los extractos de IgY seleccionados para hysyTFF 
fueron los número 4, 7 y 16, y se probaron contra los extractos de proteína de Hydractinia y 
Podocoryna y contra los péptidos resuspendidos (P1 y P2). 
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Para P1 los dos extractos de IgY seleccionados (4 y 16) identifican específicamente el péptido 
y una banda específica de alto peso molecular en los extractos de proteína de las dos especies 
empleadas. Para el extracto de IgY de la gallina 16 (inoculada con la mezcla de péptidos P1 y 
P2) se encuentra además una banda de menor peso molecular en el extracto de Podocoryna 
sp. que se acerca más al peso esperado de hysyTFF. La misma banda no es detectada en el 
extracto de Hydractinia (Figura 16(A)). 
(A) 
 
(B) 
 
Figura 16 Membrana de Western Blot para extractos de IgY anti-hysyTFF. . (Std.): Estándares de IgY. (H.s): 
Extracto de proteína total de Hydractinia symbiolongicarpus, (P.c): Extracto de proteína total de Podocoryna sp. 
(P1) y (P2): Péptidos resuspendidos. Los círculos señalan el péptido 1. Las puntas de flecha señalan los complejos 
proteicos de alto peso molecular. 
Dado que la banda de alto peso molecular que se detecta en los extractos de proteína no 
parece ser una inespecificidad. El alto peso molecular de la banda, podría deberse a una 
denaturación incompleta de complejos de varias proteínas. La denaturación incompleta 
puede estar causada por el corto tiempo de calentamiento con el buffer Laemli (5 minutos), al 
re-enfriamiento de las muestras que fueron devueltas al hielo tras el calentamiento, o a que 
son complejos proteicos muy estables y difíciles de disociar. 
Std. H.s P.c P1        H.s P.c P1 
60 kD
IgY anti-P1 (Extracto 4)     IgY anti-P1/P2 (Extracto 16)
60 kD
Std. H.s P.c P2         H.s P.c P2 
IgY anti-P2 (Extracto 7)       IgY anti-P1/P2 (Extracto 16)
Resultados 41 
 
 
En el caso de P2, el extracto de IgY número 7 forma un patrón de bandeo en los extractos de 
proteína, sugiriendo que no es específico (Figura 16(B)), y por lo tanto no fue usado para los 
ensayos siguientes. La inespecificidad de estas IgY podría explicar, además, el resultado 
encontrado en el ELISA preliminar (Figura 15) en el generaron una señal extremadamente 
intensa, mientras que los otros dos no produjeron señal detectable. El extracto 16, por otra 
parte, no detecta el péptido en suspensión y genera el mismo patrón de bandas con la misma 
intensidad ya vista en el ensayo contra el P1. Es posible que, de la mezcla de P1 yP2 que se 
inoculó a la gallina, sólo P1 haya tenido la antigenicidad suficiente para producir una 
respuesta inmune. 
Los resultados de la evaluación de los anticuerpos anti- hysyTFF se resumen en la Tabla 5. De 
estos resultados se decidió emplear los extractos de IgY 4 y 16 que produjeron señal 
detectable y específica contra el P1. 
Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos para los extractos de IgY anti- hysyTFF. Se resaltan en gris los 
anticuerpos que generaron una respuesta específica. 
Suero P1 P2 
4 Específico N/A 
7 N/A Se detectan inespecificidades 
16 Específico (Señal baja) No detectado 
4.3 Los extractos de IgY de anticuerpos producidos contra 
TFF-ShK no reconocen proteínas específicas en el Western 
blot 
Para el ensayo de Western blot con los anticuerpos anti-TFF-ShK se utilizaron sólo los 
extractos de IgY anti-P3 debido a que los anti-P4 no mostraron reactividad en ninguna de las 
pruebas de ELISA. De estos, el extracto 19 resultó inespecífico y el 10 produjo una señal 
tenue detectable en Podocoryna sp. (Figura 17, Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos 
con los extractos de IgY anti-TFF-ShK) 
 
Figura 17 Membrana de Western Blot para extractos de IgY anti-TFF-ShK con péptido 3. (P3): Estándares de IgY. 
(Std.): Extracto de proteína total de Hydractinia symbiolongicarpus, (H.s): Extracto de proteína total de 
Podocoryna sp. (P.c). 
60 kD
Std. H.s P.c P3             H.s P.c P3 
IgY anti-P3 (Extracto 10)     IgY anti-P3/P4 (Extracto 19)
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Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos con los extractos de IgY anti-TFF-ShK 
Suero P3 P4 
10 Baja señal N/A 
13 N/A N/A 
19 Inespecífico Inespecífico 
4.4 La proteína hysyTFF es secretada y forma parte del moco 
en Hydractinia symbiolongicarpus. 
Se obtuvieron imágenes con un aumento de 360X para cada uno de los tejidos seleccionados: 
Pólipos (Gastrozoides y gonozoides), Mata estolonal y Larvas de H. symbiolongicarpus. Los 
tejidos fueron tratados como se describió en la sección de metodología 4.4, incubándolos con 
los anticuerpos primarios seleccionados de manera independiente. Además, se tomaron tres 
controles negativos diferentes: (A) Tejido incubado sin anticuerpo primario (sólo con Alexa 
Fluor® 594), (B) sin anticuerpo secundario (sólo primario específico) y (C) tejido incubado 
con anticuerpos de las gallinas del grupo control (Inespecífico) y anticuerpo secundario 
(Figura 18). Los resultados de los tres controles fueron comparables en todos los casos. 
 Canal Azul Canal Rojo Canal Verde 
(A) 
   
(B) 
   
(C) 
   
Figura 18. Controles negativos para los tres canales de fluorescencia. (A) Control sin anticuerpo primario. (2) 
Control sin anticuerpo secundario. (C) Control con anticuerpo primario inespecífico + anticuerpo secundario. 
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Dado que algunos cnidarios como los corales presentan un nivel basal de autofluorescencia 
muy alto, se evaluó también la fluorescencia en los tejidos control (Figura 18). Se obtuvieron 
imágenes de la autofluorescencia del tejido en los tres canales disponibles: Azul, Rojo y 
Verde, encontrando que la quitina de la mata estolonal es fluorescente en el canal verde. Esto 
es respaldado por el hecho de que no se encontró autofluorescencia en las larvas, que no 
producen quitina, ni en secciones de la mata en las que esta se había desprendido. 
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Figura 19. (A) Gastrozoide marcado con anticuerpos anti-hysyTFF. Se pueden ver las acumulaciones de proteína 
secretada, lo que se hace evidente en la superposición con DAPI. (B) Gonozoide marcado con anticuerpos anti-
hysyTFF. 
Dado que con los ensayos de los Western blot, no se logró confirmar la calidad de los 
anticuerpos producidos anti-TFF-ShK, se decidió enfocar los ensayos de inmunofluorescencia 
en localizar la expresión de hysyTFF en Hydractinia symbiolongicarpus. En primer lugar se 
evaluó la localización de esta proteína en los dos tipos de pólipos más comúnmente 
encontrados: Gastrozoides y Gonozoides. Como se puede ver en la Figura 19 se observó una 
tinción generalizada del pólipo y se detectaron acumulaciones de la proteína en áreas 
cercanas a la boca de los gastrozoides, en los tentáculos  y en otras secciones de la superficie 
de los pólipos. La superposición de la imagen con DAPI en todos los casos mostró que dichas 
acumulaciones se encuentran a nivel extracelular, sugiriendo que hysyTFF es una proteína 
secretada con la capa de moco que recubre al animal. 
 Alexa Fluor® 594 (Rojo) Superposición con DAPI (Rojo + Azul) 
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Figura 20. Sección de mata estolonal marcada con los anticuerpos anti-hysyTFF. Se observa acumulación de la 
proteína en los canales gastrovasculares Las flechas blancas señalan el área de cada muestra en la que se observa 
desprendimiento de la capa superior del cenosarco. 
Por otra parte, en la superposición de los canales rojo y azul (merge  del fluorocromo y DAPI) 
se puede observar lo que parece ser una tinción al interior de los pólipos tanto en 
gastrozoides como en gonozoides, que se hace evidente al comparar las imágenes con el 
control negativo. Esto indica que hysyTFF es secretada al interior de los pólipos. En los 
gonozoides, además, se observa un patrón de localización general hacia el interior de los 
gonóforos, en donde se encuentran los oocitos en proceso de maduración (Figura 19(B)). 
El segundo tipo de tejido examinado fue la mata estolonal de las colonias. Al examinar el 
tejido de mata estolonal intacto, marcado con los anticuerpos específicos, este parecía no 
tener una tinción específica visible. Sin embargo, se encontraron secciones de la mata en las 
cuales se veía un patrón claro e intenso de red como el que se esperaría observar en la red de 
canales gastrovasculares del animal. En estas secciones se observó que la densidad de la 
señal de DAPI estaba disminuida, lo que sugiere que la capa de tejido en esa área estaba más 
delgada que en el resto. En la superposición de los canales rojo y azul se evidenció que la 
capa de células de origen ectodérmico que cubre la red de canales gastrovasculares (el 
cenosarco) se había desprendido en esas áreas, permitiendo la visualización de la tinción al 
interior de los canales.  
En el caso de los controles negativos fue más difícil determinar con claridad en qué áreas se 
había desprendido el cenosarco debido a que no se observa mayor diferencia entre las 
diferentes áreas con la superposición de DAPI y Alexa Fluor® 594. Sin embargo, es claro que 
en las zonas que presentaba densidad disminuida de células en el cenosarco, no se observó 
ningún tipo de patrón de tinción en los canales gastrovasculares. Estos resultados sugieren 
que hysyTFF es secretada en el moco al lumen de los canales gastrovasculares, y que se 
acumula al interior de estos. 
Finalmente, se evaluó la localización de hysyTFF en larvas de H. symbiolongicarpus.  El patrón 
de tinción encontrado fue tenue, pero sugiere que en el caso de las larvas también hay 
secreción de hysyTFF al moco que las está recubriendo (Figura 21). 
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Figura 21. Larvas de H. symbiolongicarpus marcadas con anticuerpos anti-hysyTFF. Se observa un marcaje tenue 
en la superficie de la larva, sugiriendo que se localiza en el moco secretado por la misma. 
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VI. Discusión 
1. hysyTFF podría ser un iniciador de la restitución 
epitelial en H. symbiolongicarpus 
La familia de factores trefoil es un grupo de proteínas compuestas por una o más 
repeticiones del dominio estructural trefoil. Estas proteínas cumplen variadas funciones en 
las mucosas de mamíferos y anfibios relacionadas con procesos de restitución y reparación 
epitelial. Entre estas funciones se encuentran su acción motógena, antiapoptótica y de 
angiogénesis, entre otras [24]. Los mecanismos de acción de estas proteínas no son muy 
claros, y el estudio de esta y otras proteínas similares en invertebrados ha sido limitado a los 
organismos modelo D. melanogaster, C. elegans e Hydra sp. [2, 22].En éste último organismo 
-un cnidario como nuestro modelo- el énfasis de la investigación ha sido principalmente en 
procesos de regeneración más que de restitución epitelial. 
En este trabajo se identificó un gen que codifica para una proteína de Hydractinia 
symbiolongicarpus, compuesta por cuatro repeticiones del dominio trefoil. La hipótesis inicial 
de trabajo consistía en que esta proteína pertenece a la familia de factores trefoil (TFF), y por 
lo tanto es una proteína de reparación de las mucosas. Los péptidos pertenecientes a esta 
familia fueron caracterizados inicialmente en mamíferos y son conocidos por su efecto como 
motógenos en la iniciación de diversos procesos de reparación y remodelación de epitelios 
(particularmente mucosas). Por medio de la aproximación metodológica descrita, se 
reunieron una serie de observaciones que respaldan nuestra hipótesis: 
En primer lugar, la estructura de dominios de la proteína es igual a la observada en TFF de 
anfibios (XP4 de Xenopus), que presentan una distribución en el tracto gastrointestinal 
similar a aquella de los TFF en mamíferos. De este tipo de moléculas se espera una acción 
rápida como respuesta a daños epiteliales, y esto fue lo observado en los experimentos de 
qPCR. La expresión de hysyTFF tiende a incrementar después de haber infligido un daño 
epitelial mecánico a las colonias. Este cambio fue detectable durante las primeras horas (si 
bien no fue significativo) pese a la dificultad que representó para el diseño experimental el 
hecho de que este sea un gen con un número de copias basal muy bajo (aparentemente es 
entre 8 y 9 órdenes de magnitud menor que la expresión de actina). Es probable que un 
diseño experimental usando sondas marcadas en lugar del fluorocromo intercalante Sybr 
Green® sea más eficiente en la detección de los cambios de expresión de este gen para 
futuros ensayos. 
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En estos ensayos de PCR en tiempo real para hysyTFF se observó, un pico de expresión 
aumentada del gen 12 horas después del daño epitelial. Los procesos normales de restitución 
de mucosas incluyen un paso final en el que las células restablecen la capa de moco 
incluyendo los péptidos de vigilancia de la integridad como son EGF, HGF, TGF-α y TFF [22, 
24]. El pico observado a las 12 horas post-tratamiento puede deberse a que ya ha terminado 
el proceso de restitución y se está secretando hysyTFF para el restablecimiento del moco. Si 
bien esta no es una prueba definitiva de que hysyTFF codifique para proteínas de restitución, 
sí es un muy buen indicio de que lo hace para proteínas que constituyen o son importantes 
para la integridad de la mucosa. 
Para hysyTFF se observó también una leve disminución en el nivel de expresión después del 
reto inmune con bacterias. Este no fue un cambio significativo estadísticamente, pero podría 
coincidir con patrones similares que se han observado anteriormente en epitelios de 
mucosas: la expresión de TFF2 regula negativamente procesos inflamatorios y la respuesta 
inmune aguda que estos conllevan en algunos casos [84]. Este papel de regulación de los TFF 
en el sistema inmune ha sido documentado anteriormente, y nuestros datos respaldan la 
posibilidad de que este que sea un mecanismo conservado desde los invertebrados basales.  
Otro factor importante a tener en cuenta, y que marca una diferencia entre los procesos de 
reparación de epitelios entre vertebrados e invertebrados es la presencia o ausencia de 
células especializadas del sistema inmune y de procesos inflamatorios agudos mediados por 
citoquinas. Se sabe que los procesos inflamatorios durante la reparación de heridas 
favorecen la aparición de tejido cicatrizado [85], fenómeno que no se observa en los 
invertebrados basales como Hydractinia.  Teniendo en cuenta esto y nuestras observaciones 
experimentales, es posible que la respuesta inmune y la reparación epitelial se encuentren en 
un balance delicado en nuestro modelo experimental. 
Para caracterizar la expresión de la proteína hysyTFF en Hydractinia logramos producir 
anticuerpos policlonales de gallina a partir de péptidos sintéticos. Nuestros anticuerpos 
detectaron de manera específica una banda de alto peso molecular en Western Blot contra 
proteína total de H. symbiolongicarpus y una especie cercana del género Podocoryna. Los 
factores trefoil en varios organismos son secretados en asociación a mucinas y otras 
proteínas formando complejos de alto peso molecular [4, 86]. Es posible que la banda 
específica que detectan los anticuerpos para hysyTFF (Figura 16) sea en realidad un 
complejo de proteínas que no fue desnaturalizado completamente con el tratamiento hecho y 
que con un tratamiento desnaturalizante más fuerte se logre obtener la banda del peso 
esperado.  
En los diferentes ensayos de inmunofluorescencia para hysyTFF, observamos un patrón claro 
de expresión que sugiere que hysyTFF es una proteína secretada que hace parte del moco 
que cubre al animal. Esto concuerda con las predicciones de dominios en las secuencias, que 
sugerían que los primeros 21 aminoácidos de la proteína corresponden a un péptido señal de 
secreción extracelular. En mamíferos, la secreción de los TFF está a cargo de células 
especializadas en los epitelios de mucosas de origen endodérmico [5]; en anfibios, se han 
encontrado TFF en secreciones de la piel, de origen ectodérmico [31]. El patrón de expresión 
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observado en las colonias adultas de Hydractinia no nos permite descartar completamente 
una secreción de hysyTFF por parte de células del ectodermo pues se evidencian 
acumulaciones externas a los pólipos. Al mismo tiempo, se ve una acumulación clara al 
interior de los canales gastrovasculares o estolones, lo que sugiere que hay expresión en el 
endodermo del factor trefoil de Hydractinia symbiolongicarpus. 
2. TFF-ShK tiene características de una molécula 
efectora del sistema inmune innato 
La proteína TFF-ShK presenta una estructura de dominios que no ha sido caracterizada hasta 
el momento, con un dominio ShK entre dos dominios trefoil. Los dos dominios que la 
componen son importantes en los epitelios como iniciadores o protectores de la integridad 
del organismo. Sin embargo, al estudiar la expresión de TFF-ShK a nivel de RNA, se encontró 
que esta disminuye después del daño epitelial lo que no concuerda con el patrón esperado de 
una molécula de reparación. Además, después del reto inmune con bacterias se observa un 
marcado incremento de la expresión que concuerda con lo que se esperaría de una molécula 
efectora del sistema inmune innato como son las toxinas y los péptidos antimicrobianos. Es 
necesario hacer un análisis funcional del efecto de esta proteína sobre diferentes 
microorganismos antes de decir con seguridad cuál es su función como efector del sistema 
inmune innato, pero es indudable que es una molécula relevante en el este contexto. 
Desafortunadamente, no se logró obtener anticuerpos en los extractos de IgY analizados o se 
obtuvieron señales muy inespecíficas para TFF-ShK. En el caso de uno de los péptidos de esta 
proteína (Péptido 4), no se obtuvo señal en ninguno de los ensayos de ELISA con los 
extractos de IgY de la gallina inoculada con adyuvante completo de Freund (FCA). Dada la 
baja antigenicidad de los péptidos sintéticos, es altamente probable que no se encuentren 
tampoco en los extractos de IgY de las otras gallinas. Por lo tanto, no se hizo análisis de la 
expresión de la proteína por inmunofluorescencia. 
Teniendo en cuenta que el protocolo estándar para inmunización de gallinas sugiere que es 
mejor utilizar sólo AIF [68], es posible que este patrón observado se deba al hecho de que los 
péptidos sintéticos en general tienen menor antigenicidad que proteínas completas o 
extractos de proteína total, debido a su bajo peso molecular. En este caso, el ACF contribuyó a 
mejorar la antigenicidad de los péptidos de hysyTFF y, por lo tanto, la respuesta inmune de 
las gallinas solamente para una de las dos proteínas de interés.  
2.1 Evolución del dominio trefoil en metazoos 
La familia de factores trefoil (TFF) es un grupo de proteínas compuestas de una o más 
repeticiones del dominio trefoil. Por diversos análisis funcionales, se ha encontrado que son 
péptidos biológicamente activos y que tienen varias funciones en los epitelios mucosos de los 
organismos que se han estudiado. Se sabe que los TFF presentes en mamíferos (que tienen 
máximo 2 repeticiones del dominio) están involucrados en procesos de reparación y 
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mantenimiento de la integridad de los epitelios de las mucosas, tales como angiogénesis, 
interacción célula-célula y célula-matriz extracelular, procesos de apoptosis y antitumorales 
[70]. Los mecanismos de acción de los TFF aún no se conocen claramente y la investigación 
se ha enfocado principalmente en modelos mamíferos y anfibios. Hasta el momento no se han 
hecho estudios sobre la función de los TFF en grupos más basales que los mencionados, 
aunque se tiene conocimiento de la presencia de proteínas formadas por repeticiones de 
dominios trefoil en invertebrados desde hace más de diez años [82].  
En este estudio identificamos una proteína compuesta por 4 repeticiones del dominio trefoil 
en el cnidario Hydractinia symbiolongicarpus. Debido a su ubicación como grupo hermano de 
bilateria, y a que gran parte de la complejidad genética de los vertebrados ya estaba presente 
en el ancestro común de ambos grupos, el phylum Cnidaria es muy informativo a la hora 
plantear hipótesis evolutivas acerca de genes conservados en organismos más complejos. Por 
lo tanto esta es una buena oportunidad para tratar de esclarecer la historia evolutiva del 
dominio trefoil. 
Se hizo un análisis filogenético incluyendo todos los dominios trefoil reportados en la base de 
datos SMART de proteínas, por medio del método de parsimonia usando el programa 
ProtPars del paquete Phylip. Este programa utiliza un algoritmo que tiene en cuenta el código 
genético para asignar el número mínimo de pasos necesarios para que un aminoácido cambie 
a uno diferente. De esta manera el método está incorporando el sentido biológico del cambio 
de un aminoácido a otro, en lugar de tratar cada aminoácido sólo como un carácter discreto.  
El árbol de consenso estricto generado muestra la separación de todos los dominios trefoil en 
tres grupos grandes de proteínas: Basalmente se encuentran enzimas de procesamiento de 
aminoácidos tales como alpha-glucosidasas e isomaltasas; posteriormente, aparecen las 
proteínas de la zona pellucida y otras similares; finalmente, se encuentran las proteínas TFF 
que participan en reparación epitelial y las mucinas de anfibios. 
La ubicación de las secuencias de los cuatro dominios trefoil de hysyTFF en esta topología 
nos hace pensar que es posible que tengan un origen híbrido de dos tipos de proteínas ya que 
los dominios 1 y 3 se encuentran en la base del grupo de proteínas de la zona pellucida, y los 
dominios 2 y 4 se encuentran agrupados con los dominios de TFFs.  
Por otra parte, el dominio trefoil de TFF-ShK, se agrupa cerca a un grupo de dominios de 
mucinas de anfibios, con otros cuantos dominios de proteínas no caracterizadas en 
amphioxus y tunicados. Estas observaciones solas no nos dan mucha información acerca del 
dominio trefoil de esta proteína, excepto que tuvo una aparición posterior a la divergencia de 
los tres grupos principales, y previo a la divergencia de los TFF y las mucinas de anfibios. 
Otras inferencias que se pueden hacer a partir de los análisis filogenéticos que hicimos son: 
1) El dominio trefoil es un dominio ancestral que estaba presente en el ancestro común 
de los placozoos y el resto de los metazoos. No se encontraron secuencias reportadas 
en poríferos que tuvieran el dominio trefoil así que es probable que haya aparecido 
posterior a la divergencia de este grupo. 
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2) Los dominios estructurales trefoil de los TFF evolucionan rápidamente por medio de 
duplicaciones.  
3) Encontramos en algunos casos informativos como el de los dominios trefoil de 
Hydractinia symbiolongicarpus e Hydractinia echinata (una especie hermana de 
hidrozoario) que están más cercanamente relacionados entre ellos que con los de 
proteínas con la misma cantidad de dominios en otros organismos, lo que sugiere que 
podría tratarse de duplicaciones recientes en la clase Hydrozoa ya que los antozoos 
muestran un patrón similar en un punto más basal de la filogenia. 
4) En el caso de TFF de mamíferos, los dominios de proteínas homólogas están más 
cercanamente relacionados entre sí que con los otros dominios de la misma proteína 
(como es el caso de TFF2). Esto nos lleva a pensar que las tres proteínas de la familia 
TFF en mamíferos ya estuvieran presentes en el ancestro común del grupo. 
5) Se ha encontrado una expansión muy pronunciada de secuencias compuestas por 
dominios trefoil en una especie de Ascidia (Ciona intestinalis) y en dos de Anfibios 
(Xenopus laevis y Xenopus tropicalis). La mayoría de las secuencias encontradas han 
sido caracterizadas como TFF o como mucinas (las proteínas que conforman las 
secreciones mucosas). Estos dos tipos de proteínas tienen que ver con la protección 
de los epitelios, lo que puede sugerir que son una mecanismo de adaptación de estos 
cordados que realizan una gran parte de su intercambio de gases y otras sustancias 
con el medio a través de la piel. 
3. Balance entre respuesta inmune y reparación 
epitelial en Hydractinia symbiolongicarpus 
Pese a tener un dominio trefoil la proteína identificada en Hydractinia symbiolongicarpus 
TFF-ShK, tiene un patrón de expresión posterior al daño epitelial opuesto a lo que se 
esperaría de un gen de reparación epitelial. La expresión de TFF-ShK es regulada 
negativamente después del daño y sólo vuelve a su nivel basal pasadas 12 horas. Por esto, y 
por la estructura de dominios de ShK, sabemos que no se trata de un TFF. Sin embargo, es 
una proteína que podría jugar un papel importante en la defensa de Hydractinia contra 
microorganismos patógenos ya que observamos una sobreexpresión de la misma al 
exponerla a una alta concentración de bacterias durante el reto inmune. 
Se ha observado que los procesos de reparación y la respuesta inmune innata en vertebrados 
se encuentran íntimamente relacionados: La expresión de TFF ha mostrado regular 
negativamente la de algunas citoquinas proinflamatorias como IL-2 e IFN-γ [84, 87]. Además, 
se ha observado que la expresión de péptidos antimicrobianos se incrementa en modelos de 
tejido con deficiencia en la expresión de TFF2 [32]. Por otra parte, la respuesta inflamatoria 
en los procesos de reparación epitelial juega un papel importante en la protección contra 
infecciones causadas por patógenos que puedan ingresar al organismo a través de la herida 
[18] 
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En el caso de los organismos basales, el balance entre reparación epitelial y respuesta 
inmune parece tener condiciones diferentes a lo que se ha observado en vertebrados. Se ha 
observado que la capacidad de regeneración y reparación de tejidos sin cicatrización de 
organismos basales depende en gran medida de la ausencia de procesos inflamatorios en 
estos organismos [85]. Los perfiles de expresión de hysyTFF y TFF-ShK después de los 
tratamientos indican que este es el caso también con Hydractinia symbiolongicarpus. 
Como conclusión a todo lo anterior, se puede plantear un modelo para Hydractinia 
symbiolongicarpus en el que la expresión de hysyTFF es regulada positivamente ante un daño 
epitelial y negativamente durante la repuesta del sistema inmune innato a patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMPs.). Es posible que la expresión de TFF esté 
regulada por dos o más tipos de receptores de membrana que activan o inhiben la expresión 
por medio de cascadas de señalización rápidas. 
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VII. Conclusiones y recomendaciones 
1. Conclusiones 
En el presente trabajo se logró hacer una caracterización inicial de los dos genes de interés 
(hysyTFF y TFF-ShK) en Hydractinia symbiolongicarpus (Cnidaria, Hydrozoa), tanto a nivel 
molecular como funcional. Dicha caracterización se hizo utilizando diferentes 
aproximaciones metodológicas que permitieron evaluar una gran variedad de aspectos de la 
expresión de los genes, que además parecen tener roles importantes en el contexto de la 
inmunidad innata de este organismo modelo. 
En cuanto a la caracterización a nivel molecular, se logró secuenciar completamente los dos 
genes, y hacer una predicción de la estructura de dominios de sus correspondientes 
proteínas: El primer gen (hysyTFF) es un factor trefoil (TFF) con estructura de dominios igual 
a la de los TFF encontrados en anfibios que tienen un papel comprobado en diversos eventos 
de reparación epitelial. El segundo (TFF-ShK), es un gen con una arquitectura de dominios 
que no ha sido reportada hasta el momento (un dominio ShK entre dos dominios trefoil), es 
decir, sin homólogos conocidos en las bases de datos. 
La caracterización funcional partió de la evaluación de los cambios en el nivel de expresión 
de los genes tras dos tratamientos (un reto inmune y un daño epitelial mecánico) que, se 
esperaba, indujeran una respuesta del sistema inmune innato del organismo. Se encontró que 
los dos genes tienen patrones de expresión diferentes aumentando y disminuyendo su 
expresión respectivamente, después de un daño epitelial mecánico. Esto indica que de los dos 
genes, sólo el TFF podría tener un rol en la restitución epitelial de Hydractinia. 
Los cambios de expresión observados después del daño epitelial a las colonias, en cambio, 
nos permiten inferir que la proteína codificada por el gen TFF-ShK forma parte del sistema de 
defensa del hidrozoario ante cambios en la composición o concentración de bacterias en el 
medio circundante. Dada la estructura de dominios de la proteína, podría tratarse de algún 
tipo de molécula efectora como toxinas o péptidos microbianos, aunque se requiere hacer 
otros ensayos con el fin de corroborar esta hipótesis. 
En la segunda parte de la caracterización funcional, se logró producir exitosamente 
anticuerpos policlonales de gallina que reconocen la proteína hysyTFF, aunque no son 
específicos para Hydractinia symbiolongicarpus, ya que reconocen también proteínas en otro 
hidrozoo relacionado del género Podocoryna. Las imágenes obtenidas a partir de ensayos de 
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inmunofluorescencia en el animal completo utilizando estos anticuerpos mostraron que 
hysyTFF es una proteína constitutiva del moco en el endodermo. 
En el caso de TFF-ShK, no se logró la producción de los anticuerpos específicos para los 
ensayos de localización de la proteína. Según lo observado, es probable que se requiera un 
esquema de vacunación diferente, que tenga en cuenta la baja antigenicidad de los péptidos 
usados e incluya sin falta una primera dosis de la vacuna usando Adjuvante Completo de 
Freund u otro con características similares. 
2. Recomendaciones 
Las proteínas candidatas que identificamos por medio de este trabajo son moléculas de 
interés biológico que podrían ser muy útiles para ampliar nuestro conocimiento acerca de los 
mecanismos involucrados en los procesos de reparación de mucosas, en el caso de hysyTFF, y 
en la defensa de Hydractinia contra patógenos, en el caso de TFF-ShK.  
Este trabajo ha sido una primera aproximación a la caracterización funcional de dichas 
moléculas. Sin embargo, aún se requiere una mayor investigación sobre los mecanismos 
celulares y moleculares involucrados en la restitución celular de este y otros metazoos 
basales. Sería recomendable que a continuación se realizaran ensayos funcionales de manera 
más directa con la producción de las proteínas recombinantes, y la evaluación de su efecto en 
otros modelos de trabajo como cultivos de células epiteliales, o cultivos de bacterias. Esta 
última opción podría ser útil en particular para comprobar la función de péptido 
antibacteriano de TFF-ShK.  
Sería interesante, también emplear métodos de manipulación genética como knock-out de los 
genes para observar su importancia en el desarrollo del animal, o producción de proteínas 
truncadas por mutaciones puntuales, con el fin de determinar qué residuos son importantes 
para que conserve su funcionalidad. 
Dado que la familia de TFF se compone de moléculas conservadas en gran variedad de 
organismos, hysyTFF resulta una herramienta prometedora para entender mejor los 
mecanismos subyacentes a los procesos de reparación de epitelios. TFF-ShK, por otra parte, 
se presenta como un nuevo candidato a formar parte de la gran variedad de sustancias 
biológicas activas provenientes de cnidarios.  
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Anexo A. Secuencias completas de 
hysyTFF y TFF-ShK 
 
Figura 22. Secuencia completa de nucleótidos y aminoácidos de hysyTFF. 
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Figura 23. Secuencia completa de nucleótidos y aminoácidos, obtenida a partir del 5'RACE para TFF-ShK 
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Anexo B. Primers empleados en este estudio 
1) Primers usados en la secuenciación de hysyTFF y TFF-ShK 
Procedimiento Gen Primer Forward (5’->3’) 
Posición en la 
secuencia completa  
Primer Reverse (5’->3’) 
Posición en la 
secuencia completa  
Secuenciación Librería 
de cDNA 
hysyTFF GATTGTGGTTATCCAGGCATAAC 513 – 535 GGTAATAACGCCATGGCCCACGA 721 – 743 
TFF-ShK GACTGTGGACATTATGGTATCAC 237 – 259 TGCATGATCTCCTACACACTT 463 – 483 
5’ RACE primers 
hysyTFF - N/A ATACCAGGATAGCCGCAGTCGTCACG 644 – 669 
TFF-ShK - N/A ATTCGTTTGTGTCCTCGCATTTCTCAT 382 – 408 
5’ RACE nested 
primers 
hysyTFF - N/A CGCAGACATTTTTCTAGGCGGTGGT 606 – 630 
TFF-ShK - N/A TGTGACGCCTTCGGGATAAAAGCA 327 – 350 
Amplificación 
secuencia completa 
hysyTFF GAGCCGGAATCATGAGGAAA 27 – 46 TTCCGAAGGTCCTCGTATCTC 747 – 767 
TFF-ShK TCTTGTGGCGGAATGAAGAC 15 – 34 CATTCAGCAGAGATTGCATGAT 476 - 497 
 
2) Primers usados para qPCR 
Gen Primer Forward (5’->3’) 
Posición en la  
secuencia completa  
Primer Reverse (5’->3’) 
Posición en la 
 secuencia completa  
Tamaño del  fragmento  
amplificado (bp) 
hysyTFF GAGCCGGAATCATGAGGAAA 27 – 46 TTCCGAAGGTCCTCGTATCTC 241 – 260 233 
TFF-ShK TTCTAAACGACGCGACTGTG 224 – 244 ATTTCTCATCCGGTGTGACC 371 – 390 167 
Actina GCTGTCTTATCCTTGTACGC N/A GGTGGTGGTGAATGAGTAAC N/A 157 
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Anexo C. Secuencias empleadas en los 
análisis filogenéticos 
ID Sequence identifier 
Monbre Unch_1 smart|PD-uniprot|A9UPK3|A9UPK3_MONBE/28-78 Predicted protein [Monosiga brevicollis] 
Monbre Unch_2 smart|PD-uniprot|A9V7W8|A9V7W8_MONBE/21-87 Predicted protein [Monosiga brevicollis] 
Ailme Unch_1 
smart|PD-uniprot|D2H9R8|D2H9R8_AILME/2-29 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_10 
smart|PD-uniprot|D2HMQ5|D2HMQ5_AILME/140-184 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_2 
smart|PD-uniprot|D2H9R8|D2H9R8_AILME/843-897 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_3 
smart|PD-uniprot|D2HHN0|D2HHN0_AILME/12-61 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_4 
smart|PD-uniprot|D2HHN0|D2HHN0_AILME/874-927 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_5 
smart|PD-uniprot|D2HHY5|D2HHY5_AILME/80-134 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_6 
smart|PD-uniprot|D2HJJ4|D2HJJ4_AILME/7-53 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_7 
smart|PD-uniprot|D2HJJ5|D2HJJ5_AILME/4-51 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_8 
smart|PD-uniprot|D2HJJ5|D2HJJ5_AILME/54-100 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ailme Unch_9 
smart|PD-uniprot|D2HJJ6|D2HJJ6_AILME/5-51 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Ailuropoda melanoleuca] 
Ambme HypA 1 
gi|386928491|gb|JV202805.1| TSA: Ambystoma mexicanum G13FKHQ01DX1X0.Amao mRNA 
sequence 
Ambme HypA 2 
gi|386928491|gb|JV202805.1| TSA: Ambystoma mexicanum G13FKHQ01DX1X0.Amao mRNA 
sequence 
Anoca Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSACAP00000002913|ENSACAP00000002913/25-71 no description [Anolis 
carolinensis] 
Anoca Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSACAP00000002934|ENSACAP00000002934/30-77 no description [Anolis 
carolinensis] 
Anoca Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSACAP00000002934|ENSACAP00000002934/80-121 no description [Anolis 
carolinensis] 
Anoca Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSACAP00000015670|ENSACAP00000015670/2-54 no description [Anolis 
carolinensis] 
Bolvi APEG_1 smart|PD-uniprot|Q8MVK1|Q8MVK1_9ASCI/33-78 APEG-like protein (Fragment) [Boltenia villosa] 
Bolvi APEG_2 smart|PD-uniprot|Q8MVK1|Q8MVK1_9ASCI/79-125 APEG-like protein (Fragment) [Boltenia villosa] 
Bomma Ebetagamma-
cat_1 
smart|PD-uniprot|B2BRT2|B2BRT2_BOMMX/122-166 Ebetagamma-cat beta subunit [Bombina 
maxima] 
Bomma Ebetagamma-
cat_2 smart|PD-uniprot|B2BRT2|B2BRT2_BOMMX/29-73 Ebetagamma-cat beta subunit [Bombina maxima] 
Bomma Ebetagamma-
cat_3 
smart|PD-uniprot|B2BRT2|B2BRT2_BOMMX/74-119 Ebetagamma-cat beta subunit [Bombina 
maxima] 
Bomma TFFBm_1 smart|PD-uniprot|Q533G7|Q533G7_BOMMX/27-73 Trefoil factor bomaggin [Bombina maxima] 
Bomma TFFBm_2 smart|PD-uniprot|Q533G7|Q533G7_BOMMX/76-120 Trefoil factor bomaggin [Bombina maxima] 
Bosta TFF2_1 smart|PD-uniprot|A4FUH6|A4FUH6_BOVIN/29-76 TFF2 protein [Bos taurus] 
Bosta TFF2_2 smart|PD-uniprot|A4FUH6|A4FUH6_BOVIN/79-125 TFF2 protein [Bos taurus] 
Bosta TFF3_1 smart|PD-uniprot|A8YXX7|TFF3_BOVIN/31-77 Trefoil factor 3 [Bos taurus] 
Bosta Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSBTAP00000021325|ENSBTAP00000021325/69-122 no description [Bos 
taurus] 
Bosta Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSBTAP00000036829|ENSBTAP00000036829/150-195 no description [Bos 
taurus] 
Bosta Unch_3 smart|PD-uniprot|UPI000179F5FB|UPI000179F5FB/62-114 unknown [Bos taurus] 
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Bosta Unch_4 smart|PD-uniprot|UPI000179F5FB|UPI000179F5FB/928-982 unknown [Bos taurus] 
Braflo Unch_1 
smart|PD-uniprot|C3XPD0|C3XPD0_BRAFL/825-873 Putative uncharacterized protein 
[Branchiostoma floridae] 
Braflo Unch_10 
smart|PD-uniprot|C3ZZ91|C3ZZ91_BRAFL/1-46 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Branchiostoma floridae] 
Braflo Unch_2 
smart|PD-uniprot|C3Y1U4|C3Y1U4_BRAFL/5-51 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Branchiostoma floridae] 
Braflo Unch_3 
smart|PD-uniprot|C3YLQ7|C3YLQ7_BRAFL/22-72 Putative uncharacterized protein [Branchiostoma 
floridae] 
Braflo Unch_4 
smart|PD-uniprot|C3YLQ7|C3YLQ7_BRAFL/88-135 Putative uncharacterized protein [Branchiostoma 
floridae] 
Braflo Unch_5 
smart|PD-uniprot|C3YVW9|C3YVW9_BRAFL/2-49 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Branchiostoma floridae] 
Braflo Unch_6 
smart|PD-uniprot|C3YWH1|C3YWH1_BRAFL/1-46 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Branchiostoma floridae] 
Braflo Unch_7 
smart|PD-uniprot|C3YZG4|C3YZG4_BRAFL/4-50 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Branchiostoma floridae] 
Braflo Unch_8 
smart|PD-uniprot|C3ZDQ7|C3ZDQ7_BRAFL/65-114 Putative uncharacterized protein [Branchiostoma 
floridae] 
Braflo Unch_9 
smart|PD-uniprot|C3ZDQ9|C3ZDQ9_BRAFL/625-674 Putative uncharacterized protein (Fragment) 
[Branchiostoma floridae] 
Calja ZP1_1 smart|PD-uniprot|P79159|P79159_CALJA/141-186 Zona pellucida glycoprotein 1 [Callithrix jacchus] 
Canlu alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI00005A1A48|UPI00005A1A48/80-134 PREDICTED: similar to Lysosomal 
alpha-glucosidase precursor (Acid maltase) (Aglucosidase alfa) [Canis lupus familiaris] 
Canlu Maltase-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI00005A304C|UPI00005A304C/49-99 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Canis lupus familiaris] 
Canlu Maltase-gluc_2 
smart|PD-uniprot|UPI00005A304C|UPI00005A304C/909-962 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Canis lupus familiaris] 
Canlu Maltase-gluc_3 
smart|PD-uniprot|UPI00005A304D|UPI00005A304D/1015-1068 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Canis lupus familiaris] 
Canlu Maltase-gluc_4 
smart|PD-uniprot|UPI00005A304D|UPI00005A304D/153-202 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Canis lupus familiaris] 
Canlu Sucrase-iso_1 
smart|PD-uniprot|UPI00005A5766|UPI00005A5766/122-174 PREDICTED: similar to Sucrase-
isomaltase, intestinal [Canis lupus familiaris] 
Canlu Sucrase-iso_2 
smart|PD-uniprot|UPI00005A5766|UPI00005A5766/988-1041 PREDICTED: similar to Sucrase-
isomaltase, intestinal [Canis lupus familiaris] 
Canlu TFF1_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000EB0705|UPI0000EB0705/35-81 Trefoil factor 1 precursor. [Canis lupus 
familiaris] 
Canlu TFF2_1 smart|PD-uniprot|Q863J2|TFF2_CANFA/29-76 Trefoil factor 2 [Canis lupus familiaris] 
Canlu TFF2_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000EB0703|UPI0000EB0703/10-57 Trefoil factor 2 precursor. [Canis lupus 
familiaris] 
Canlu TFF2_2 smart|PD-uniprot|Q863J2|TFF2_CANFA/79-125 Trefoil factor 2 [Canis lupus familiaris] 
Canlu TFF2_2 
smart|PD-uniprot|UPI0000EB0703|UPI0000EB0703/60-106 Trefoil factor 2 precursor. [Canis lupus 
familiaris] 
Canlu TFF3_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000EB0701|UPI0000EB0701/30-77 Trefoil factor 3 precursor (Intestinal 
trefoil factor). [Canis lupus familiaris] 
Canlu TFF3_2 
smart|PD-uniprot|UPI0000EB0702|UPI0000EB0702/30-76 Trefoil factor 3 precursor (Intestinal 
trefoil factor). [Canis lupus familiaris] 
Canlu ZP4_1 
smart|PD-uniprot|UPI00005A0680|UPI00005A0680/103-147 PREDICTED: similar to zona pellucida 
glycoprotein 4 preproprotein [Canis lupus familiaris] 
Canlu ZPb_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000EB3ABC|UPI0000EB3ABC/178-222 Zona pellicida protein B [Canis lupus 
familiaris] 
Carau ZP2_1 smart|PD-uniprot|Q90311|Q90311_CARAU/230-271 ZP2 (Fragment) [Carassius auratus] 
Cioin Fibrillin_1 
smart|PD-uniprot|UPI000180CAE7|UPI000180CAE7/24-71 PREDICTED: similar to fibrillin 2 [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Fibrillin_2 
smart|PD-uniprot|UPI000180CAE7|UPI000180CAE7/92-139 PREDICTED: similar to fibrillin 2 [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Maltase-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI000180C484|UPI000180C484/105-149 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Ciona intestinalis] 
Cioin Maltase-gluc_2 
smart|PD-uniprot|UPI000180C484|UPI000180C484/207-254 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Ciona intestinalis] 
Cioin Maltase-gluc_3 
smart|PD-uniprot|UPI000180C484|UPI000180C484/43-93 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Ciona intestinalis] 
Cioin Maltase-gluc_4 
smart|PD-uniprot|UPI000180C536|UPI000180C536/97-146 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Ciona intestinalis] 
Cioin Maltase-gluc_5 
smart|PD-uniprot|UPI000180C536|UPI000180C536/990-1036 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Ciona intestinalis] 
Cioin serine-prot_1 
smart|PD-uniprot|UPI000180BD6C|UPI000180BD6C/110-157 PREDICTED: similar to serine 
protease-like protein [Ciona intestinalis] 
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Cioin serine-prot_2 
smart|PD-uniprot|UPI000180BD6C|UPI000180BD6C/163-207 PREDICTED: similar to serine 
protease-like protein [Ciona intestinalis] 
Cioin serine-prot_3 
smart|PD-uniprot|UPI000180BD6C|UPI000180BD6C/21-67 PREDICTED: similar to serine protease-
like protein [Ciona intestinalis] 
Cioin Sp4_1 
smart|PD-uniprot|UPI000180C9D6|UPI000180C9D6/396-443 PREDICTED: similar to sp4 protein 
[Ciona intestinalis] 
Cioin TFF_1 
smart|PD-uniprot|UPI000180C777|UPI000180C777/186-233 PREDICTED: similar to trefoil factor 
[Ciona intestinalis] 
Cioin TFF_2 
smart|PD-uniprot|UPI000180C777|UPI000180C777/78-125 PREDICTED: similar to trefoil factor 
[Ciona intestinalis] 
Cioin TFF_3 
smart|PD-uniprot|UPI000180D289|UPI000180D289/26-72 PREDICTED: similar to trefoil factor 
[Ciona intestinalis] 
Cioin TFF_4 
smart|PD-uniprot|UPI000180D289|UPI000180D289/552-606 PREDICTED: similar to trefoil factor 
[Ciona intestinalis] 
Cioin TFF_5 
smart|PD-uniprot|UPI000180D289|UPI000180D289/607-660 PREDICTED: similar to trefoil factor 
[Ciona intestinalis] 
Cioin TFF2_1 
smart|PD-uniprot|UPI000180B8C9|UPI000180B8C9/110-156 PREDICTED: similar to Trefoil factor 2 
precursor (Spasmolytic polypeptide) (SP) (Spasmolysin) [Ciona intestinalis] 
Cioin TFF2_2 
smart|PD-uniprot|UPI000180B8C9|UPI000180B8C9/25-71 PREDICTED: similar to Trefoil factor 2 
precursor (Spasmolytic polypeptide) (SP) (Spasmolysin) [Ciona intestinalis] 
Cioin Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000004052|ENSCINP00000004052/31-77 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_10 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000024171|ENSCINP00000024171/55-102 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_11 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000027484|ENSCINP00000027484/109-155 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_12 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000028738|ENSCINP00000028738/3-50 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000004052|ENSCINP00000004052/84-131 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000008112|ENSCINP00000008112/21-72 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000008119|ENSCINP00000008119/21-72 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_5 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000012587|ENSCINP00000012587/454-519 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_6 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000012587|ENSCINP00000012587/565-613 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_7 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000024171|ENSCINP00000024171/105-151 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_8 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000024171|ENSCINP00000024171/154-201 no description [Ciona 
intestinalis] 
Cioin Unch_9 
smart|PD-ensembl|ENSCINP00000024171|ENSCINP00000024171/2-48 no description [Ciona 
intestinalis] 
Ciosa CsEpi1_1 smart|PD-uniprot|O15999|O15999_CIOSA/455-520 CsEpi-1 [Ciona savignyi] 
Ciosa CsEpi1_2 smart|PD-uniprot|O15999|O15999_CIOSA/566-614 CsEpi-1 [Ciona savignyi] 
Cotja Alpha-gluc_1 smart|PD-uniprot|O73626|O73626_COTJA/76-132 Acid alpha glucosidase [Coturnix japonica] 
Cotja Alpha-gluc_2 smart|PD-uniprot|O73632|O73632_COTJA/21-72 Acid alpha glucosidase [Coturnix japonica] 
Cotja ZP4_1 smart|PD-uniprot|B5MGN5|B5MGN5_COTJA/149-195 Zona pellucida protein 4 [Coturnix japonica] 
Cypca ZP2_1 smart|PD-uniprot|Q90353|Q90353_CYPCA/195-235 ZP2 [Cyprinus carpio] 
Cypca ZP2_2 smart|PD-uniprot|Q90354|Q90354_CYPCA/338-379 ZP2 [Cyprinus carpio] 
Cypca ZP2_3 smart|PD-uniprot|Q90356|Q90356_CYPCA/283-324 ZP2 [Cyprinus carpio] 
Danre alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI000175F535|UPI000175F535/27-78 PREDICTED: glucosidase, alpha; acid 
(Pompe disease, glycogen storage disease type II) [Danio rerio] 
Danre Unch_1 smart|PD-uniprot|UPI0001A2BCF4|UPI0001A2BCF4/58-107 unknown [Danio rerio] 
Danre ZP2_1 smart|PD-uniprot|A8E4Y9|A8E4Y9_DANRE/78-119 Zona pellucida glycoprotein 2 [Danio rerio] 
Danre ZP2_2 
smart|PD-uniprot|B0V0J5|B0V0J5_DANRE/52-93 Novel protein similar to zona pellucida glycoprotein 
2.2 (Zp2.2) [Danio rerio] 
Danre ZP2_3 
smart|PD-uniprot|UPI000056C7BD|UPI000056C7BD/81-122 zona pellucida glycoprotein 2.3 [Danio 
rerio] 
Danre ZP2_4 
smart|PD-uniprot|UPI00015A7496|UPI00015A7496/81-122 zona pellucida glycoprotein 2.3 [Danio 
rerio] 
Danre ZP2_5 
smart|PD-uniprot|UPI0001A2CD42|UPI0001A2CD42/81-122 zona pellucida glycoprotein 2 [Danio 
rerio] 
Dronov ZP4_1 
smart|PD-uniprot|C4TP12|C4TP12_DRONO/71-117 Zona pellucida glycoprotein 4 (Fragment) 
[Dromaius novaehollandiae] 
Eqca Alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI000155F05D|UPI000155F05D/162-216 PREDICTED: similar to acid alpha-
glucosidase preproprotein [Equus caballus] 
Eqca Maltase-gluc_1 smart|PD-uniprot|UPI0001560C9E|UPI0001560C9E/959-1012 PREDICTED: similar to Maltase-
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glucoamylase, intestinal [Equus caballus] 
Eqca Maltase-gluc_2 
smart|PD-uniprot|UPI0001560C9E|UPI0001560C9E/97-146 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase, intestinal [Equus caballus] 
Eqca Sucrase-iso_1 
smart|PD-uniprot|UPI0001560D61|UPI0001560D61/60-112 PREDICTED: similar to sucrase-
isomaltase (alpha-glucosidase) isoform 1 [Equus caballus] 
Eqca Sucrase-iso_2 
smart|PD-uniprot|UPI0001560D61|UPI0001560D61/926-980 PREDICTED: similar to sucrase-
isomaltase (alpha-glucosidase) isoform 1 [Equus caballus] 
Eqca TFF2_1 
smart|PD-uniprot|UPI00017979F1|UPI00017979F1/29-76 PREDICTED: similar to Trefoil factor 2 
precursor (Spasmolytic polypeptide) (SP) (Spasmolysin) [Equus caballus] 
Eqca TFF2_2 
smart|PD-uniprot|UPI00017979F1|UPI00017979F1/79-125 PREDICTED: similar to Trefoil factor 2 
precursor (Spasmolytic polypeptide) (SP) (Spasmolysin) [Equus caballus] 
Eqca TFF3_1 
smart|PD-uniprot|UPI00015607AA|UPI00015607AA/30-76 PREDICTED: similar to trefoil factor 3 
(intestinal) [Equus caballus] 
Eqca Unch_1 
smart|PD-uniprot|UPI0001795ED6|UPI0001795ED6/130-180 PREDICTED: similar to hCG2001479 
[Equus caballus] 
Eqca Unch_2 
smart|PD-uniprot|UPI0001795ED6|UPI0001795ED6/989-1042 PREDICTED: similar to hCG2001479 
[Equus caballus] 
Eqca ZPb_1 
smart|PD-uniprot|UPI000155D79C|UPI000155D79C/141-185 PREDICTED: similar to zona pellucida 
B [Equus caballus] 
Felca Sucrase-is_1 smart|PD-uniprot|B1Q4L3|B1Q4L3_FELCA/61-113 Sucrase-isomaltase [Felis catus] 
Felca Sucrase-is_2 smart|PD-uniprot|B1Q4L3|B1Q4L3_FELCA/927-981 Sucrase-isomaltase [Felis catus] 
Felca TFF1_1 smart|PD-uniprot|B4X8D7|B4X8D7_FELCA/26-72 Trefoil factor family peptide 1 [Felis catus] 
Felca TFF2_1 smart|PD-uniprot|B4X8D8|B4X8D8_FELCA/29-76 Trefoil factor family peptide 2 [Felis catus] 
Felca TFF2_2 smart|PD-uniprot|B4X8D8|B4X8D8_FELCA/79-125 Trefoil factor family peptide 2 [Felis catus] 
Felca TFF3_1 smart|PD-uniprot|B4X8D9|TFF3_FELCA/30-76 Trefoil factor 3 [Felis catus] 
Felca ZP_1 
smart|PD-uniprot|P48834|ZP4_FELCA/177-221 Processed zona pellucida sperm-binding protein 4 
[Felis catus] 
Funhet Choriog_1 smart|PD-uniprot|D5MRY4|D5MRY4_FUNHE/237-278 Choriogenin H [Fundulus heteroclitus] 
Funhet Choriog_2 smart|PD-uniprot|D5MRY5|D5MRY5_FUNHE/83-124 Choriogenin H minor [Fundulus heteroclitus] 
Galga alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI00003AAD03|UPI00003AAD03/74-130 PREDICTED: similar to acid alpha 
glucosidase [Gallus gallus] 
Galga Sucrase-iso_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000E7F7EA|UPI0000E7F7EA/26-74 PREDICTED: similar to Sucrase-
isomaltase, intestinal [Gallus gallus] 
Galga TFF1_1 
smart|PD-uniprot|UPI000060E4FD|UPI000060E4FD/29-75 Trefoil factor 1 precursor (pS2 protein) 
(HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Gallus gallus] 
Galga TFF1_2 
smart|PD-uniprot|UPI000060E4FD|UPI000060E4FD/78-124 Trefoil factor 1 precursor (pS2 protein) 
(HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Gallus gallus] 
Galga Unch_1 smart|PD-uniprot|UPI0000ECB1FF|UPI0000ECB1FF/62-111 unknown [Gallus gallus] 
Galga Unch_2 smart|PD-uniprot|UPI0000ECB1FF|UPI0000ECB1FF/926-979 unknown [Gallus gallus] 
Galga ZPb_1 smart|PD-uniprot|Q9W645|Q9W645_CHICK/149-195 Zona pellucida B protein [Gallus gallus] 
Gilmi ZPb_1 
smart|PD-uniprot|Q9DFP9|Q9DFP9_GILMI/62-103 ZPB domain-containing protein (Fragment) 
[Gillichthys mirabilis] 
Halro HrEpiC_1 smart|PD-uniprot|Q9Y1V4|Q9Y1V4_HALRO/348-393 HrEpiC protein [Halocynthia roretzi] 
Halro HrEpiC_2 smart|PD-uniprot|Q9Y1V5|Q9Y1V5_HALRO/354-399 HrEpiC protein [Halocynthia roretzi] 
Hosa Alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|B7Z5V6|B7Z5V6_HUMAN/80-134 cDNA FLJ57046, highly similar to Lysosomal 
alpha-glucosidase (EC 3.2.1.20) [Homo sapiens] 
Hosa Glucoamyl_1 smart|PD-uniprot|O43451|MGA_HUMAN/88-137 Glucoamylase [Homo sapiens] 
Hosa Glucoamyl_2 smart|PD-uniprot|O43451|MGA_HUMAN/950-1003 Glucoamylase [Homo sapiens] 
Hosa Sucrase-iso_1 
smart|PD-uniprot|UPI000022C287|UPI000022C287/61-113 sucrase-isomaltase, intestinal [Homo 
sapiens] 
Hosa Sucrase-iso_2 
smart|PD-uniprot|UPI000022C287|UPI000022C287/927-981 sucrase-isomaltase, intestinal [Homo 
sapiens] 
Hosa Sucrase-iso_3 
smart|PD-uniprot|UPI0000EE7ED6|UPI0000EE7ED6/585-638 PREDICTED: similar to sucrase-
isomaltase [Homo sapiens] 
Hosa TFF1_1 smart|PD-uniprot|P04155|TFF1_HUMAN/29-75 Trefoil factor 1 [Homo sapiens] 
Hosa TFF2_1 smart|PD-uniprot|Q03403|TFF2_HUMAN/29-76 Trefoil factor 2 [Homo sapiens] 
Hosa TFF2_2 smart|PD-uniprot|Q03403|TFF2_HUMAN/79-125 Trefoil factor 2 [Homo sapiens] 
Hosa Unch_1 smart|PD-ensembl|ENSP00000291525|ENSP00000291525/80-126 no description [Homo sapiens] 
Hosa Unch_2 
smart|PD-uniprot|A6NFM4|A6NFM4_HUMAN/80-134 Putative uncharacterized protein GAA [Homo 
sapiens] 
Hosa Unch_3 
smart|PD-uniprot|C9JNC2|C9JNC2_HUMAN/41-91 Putative uncharacterized protein 
ENSP00000420449 [Homo sapiens] 
Hosa Unch_4 
smart|PD-uniprot|C9JNC2|C9JNC2_HUMAN/900-941 Putative uncharacterized protein 
ENSP00000420449 [Homo sapiens] 
Hosa Unch_5 smart|PD-uniprot|UPI0001B7928C|UPI0001B7928C/1847-1900 unknown [Homo sapiens] 
Hosa Unch_6 smart|PD-uniprot|UPI0001B7928C|UPI0001B7928C/88-137 unknown [Homo sapiens] 
Hosa Unch_7 smart|PD-uniprot|UPI0001B7928C|UPI0001B7928C/950-1003 unknown [Homo sapiens] 
Hosa ZP4_1 
smart|PD-uniprot|Q12836|ZP4_HUMAN/141-186 Processed zona pellucida sperm-binding protein 4 
[Homo sapiens] 
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Hypno ZP2_4 
smart|PD-uniprot|C1JCC7|C1JCC7_HYPNO/4-45 Zona pellucida glycoprotein 2 (Fragment) 
[Hypophthalmichthys nobilis] 
Junhy HypA 1 gi|387038541|gb|JV175571.1| TSA: Junco hyemalis isotig18448.JH, mRNA sequence 
Junhy HypA 2 gi|387038541|gb|JV175571.1| TSA: Junco hyemalis isotig18448.JH, mRNA sequence 
Macfa TFF1_1 smart|PD-uniprot|Q1KNE4|Q1KNE4_MACFA/12-58 Trefoil factor 1 (Fragment) [Macaca fascicularis] 
Macfa ZPb_1 smart|PD-uniprot|Q861S0|Q861S0_MACFA/141-186 ZPB protein [Macaca fascicularis] 
Macmu Alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000D9E534|UPI0000D9E534/80-134 PREDICTED: acid alpha-glucosidase 
isoform 2 [Macaca mulatta] 
Macmu TFF2_1 
smart|PD-uniprot|UPI00006D35E8|UPI00006D35E8/29-76 PREDICTED: similar to Trefoil factor 2 
precursor (Spasmolytic polypeptide) (SP) [Macaca mulatta] 
Macmu TFF2_2 
smart|PD-uniprot|UPI00006D35E8|UPI00006D35E8/79-125 PREDICTED: similar to Trefoil factor 2 
precursor (Spasmolytic polypeptide) (SP) [Macaca mulatta] 
Macmu TFF3_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000D9A5AF|UPI0000D9A5AF/79-125 PREDICTED: similar to trefoil factor 3 
precursor [Macaca mulatta] 
Macmu Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSMMUP00000021381|ENSMMUP00000021381/87-136 no description [Macaca 
mulatta] 
Macmu Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSMMUP00000021381|ENSMMUP00000021381/949-1002 no description 
[Macaca mulatta] 
Macmu Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSMMUP00000023756|ENSMMUP00000023756/29-75 no description [Macaca 
mulatta] 
Macmu Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSMMUP00000035675|ENSMMUP00000035675/29-75 no description [Macaca 
mulatta] 
Macmu Unch_5 
smart|PD-ensembl|ENSMMUP00000038668|ENSMMUP00000038668/84-136 no description [Macaca 
mulatta] 
Macmu Unch_6 
smart|PD-ensembl|ENSMMUP00000038668|ENSMMUP00000038668/949-1002 no description 
[Macaca mulatta] 
Macmu ZP4_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000D99F45|UPI0000D99F45/141-186 PREDICTED: similar to zona pellucida 
glycoprotein 4 preproprotein isoform 1 [Macaca mulatta] 
Macra ZP1_1 smart|PD-uniprot|O19027|O19027_MACRA/141-184 Glycoprotein zona pellucida-1 [Macaca radiata] 
Melga ZP4_1 smart|PD-uniprot|A5HTX6|A5HTX6_MELGA/101-147 ZP4 protein (Fragment) [Meleagris gallopavo] 
Mesau ZP4_1 smart|PD-uniprot|Q0PGF1|Q0PGF1_MESAU/146-193 Zona pellucida 4 [Mesocricetus auratus] 
Mondo Chemokine 
CXC_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000F2E216|UPI0000F2E216/63-111 PREDICTED: similar to chemokine CXC-
like protein [Monodelphis domestica] 
Mondo Chemokine 
CXC_2 
smart|PD-uniprot|UPI0000F2E216|UPI0000F2E216/925-979 PREDICTED: similar to chemokine CXC-
like protein [Monodelphis domestica] 
Mondo Maltase-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000F2E3F8|UPI0000F2E3F8/1681-1734 PREDICTED: similar to maltase-
glucoamylase [Monodelphis domestica] 
Mondo Maltase-gluc_2 
smart|PD-uniprot|UPI0000F2E3F8|UPI0000F2E3F8/2580-2633 PREDICTED: similar to maltase-
glucoamylase [Monodelphis domestica] 
Mondo Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSMODP00000026285|ENSMODP00000026285/30-76 no description 
[Monodelphis domestica] 
Mondo Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSMODP00000034003|ENSMODP00000034003/80-129 no description 
[Monodelphis domestica] 
Mondo Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSMODP00000034003|ENSMODP00000034003/939-992 no description 
[Monodelphis domestica] 
Mondo Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSMODP00000037927|ENSMODP00000037927/32-78 no description 
[Monodelphis domestica] 
Mondo Unch_5 
smart|PD-uniprot|UPI0000F2CD7C|UPI0000F2CD7C/30-76 PREDICTED: similar to secretory protein 
[Monodelphis domestica] 
Mondo Unch_6 
smart|PD-uniprot|UPI0000F2CD7D|UPI0000F2CD7D/29-76 PREDICTED: similar to pancreatic 
spasmolytic polypeptide [Monodelphis domestica] 
Mondo Unch_7 
smart|PD-uniprot|UPI0000F2CD7D|UPI0000F2CD7D/79-125 PREDICTED: similar to pancreatic 
spasmolytic polypeptide [Monodelphis domestica] 
Muser ZPb_1 smart|PD-uniprot|Q5U876|Q5U876_MUSER/162-206 Zona pellucida B [Mustela erminea] 
Musmu Alpha-gluc_1 smart|PD-uniprot|P70699|LYAG_MOUSE/80-134 Lysosomal alpha-glucosidase [Mus musculus] 
Musmu Malt-
glycoam_1 smart|PD-uniprot|B5THE2|B5THE2_MOUSE/63-111 Maltase-glucoamylase [Mus musculus] 
Musmu Malt-
glycoam_2 smart|PD-uniprot|B5THE2|B5THE2_MOUSE/924-977 Maltase-glucoamylase [Mus musculus] 
Musmu Sucrase-iso_1 smart|PD-uniprot|UPI00006046C2|UPI00006046C2/51-103 sucrase-isomaltase [Mus musculus] 
Musmu Sucrase-iso_2 smart|PD-uniprot|UPI00006046C2|UPI00006046C2/917-972 sucrase-isomaltase [Mus musculus] 
Musmu TFF1_1 smart|PD-uniprot|Q08423|TFF1_MOUSE/32-78 Trefoil factor 1 [Mus musculus] 
Musmu TFF3_1 smart|PD-uniprot|Q62395|TFF3_MOUSE/31-77 Trefoil factor 3 [Mus musculus] 
Musmu Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSMUSP00000024826|ENSMUSP00000024826/29-76 no description [Mus 
musculus] 
Musmu Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSMUSP00000024826|ENSMUSP00000024826/79-125 no description [Mus 
musculus] 
Musmu Unch_3 
smart|PD-uniprot|UPI0000603C0B|UPI0000603C0B/40-90 PREDICTED: similar to hCG2001479 [Mus 
musculus] 
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Musmu Unch_4 
smart|PD-uniprot|UPI0000603C0B|UPI0000603C0B/902-955 PREDICTED: similar to hCG2001479 
[Mus musculus] 
Musmu ZP1_1 
smart|PD-uniprot|Q62005|ZP1_MOUSE/226-269 Processed zona pellucida sperm-binding protein 1 
[Mus musculus] 
Myolu Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSMLUP00000000113|ENSMLUP00000000113/69-115 no description [Myotis 
lucifugus] 
Myolu Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSMLUP00000000114|ENSMLUP00000000114/29-75 no description [Myotis 
lucifugus] 
Myolu Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSMLUP00000000825|ENSMLUP00000000825/86-113 no description [Myotis 
lucifugus] 
Myolu Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSMLUP00000000825|ENSMLUP00000000825/889-941 no description [Myotis 
lucifugus] 
Myolu Unch_5 
smart|PD-ensembl|ENSMLUP00000013322|ENSMLUP00000013322/77-123 no description [Myotis 
lucifugus] 
Myolu Unch_6 
smart|PD-ensembl|ENSMLUP00000015741|ENSMLUP00000015741/52-101 no description [Myotis 
lucifugus] 
Numme ZP4_1 smart|PD-uniprot|A5HTX3|A5HTX3_NUMME/101-147 ZP4 protein (Fragment) [Numida meleagris] 
Oncma Choriog_1 smart|PD-uniprot|B0YPD0|B0YPD0_ONCMA/187-228 Choriogenin H alpha [Oncorhynchus masou] 
Oncma Choriog_2 smart|PD-uniprot|B0YPD1|B0YPD1_ONCMA/164-205 Choriogenin H beta [Oncorhynchus masou] 
Oncmy Vitelline_1 
smart|PD-uniprot|Q9I9M7|Q9I9M7_ONCMY/164-205 Vitelline envelope protein beta [Oncorhynchus 
mykiss] 
Oncmy Vitelline_2 
smart|PD-uniprot|Q9I9M8|Q9I9M8_ONCMY/203-244 Vitelline envelope protein alpha [Oncorhynchus 
mykiss] 
Oncmy ZR_1 
smart|PD-uniprot|Q90XC3|Q90XC3_ONCMY/80-121 Zona radiata structural protein [Oncorhynchus 
mykiss] 
Ornan Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSOANP00000008315|ENSOANP00000008315/4-58 no description 
[Ornithorhynchus anatinus] 
Ornan Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSOANP00000010298|ENSOANP00000010298/30-76 no description 
[Ornithorhynchus anatinus] 
Ornan Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSOANP00000023499|ENSOANP00000023499/50-102 no description 
[Ornithorhynchus anatinus] 
Ornan Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSOANP00000028778|ENSOANP00000028778/85-134 no description 
[Ornithorhynchus anatinus] 
Ornan Unch_5 
smart|PD-uniprot|UPI000155C48C|UPI000155C48C/30-76 PREDICTED: similar to polypeptide P1.B 
[Ornithorhynchus anatinus] 
Orycu Isomaltase_1 smart|PD-uniprot|P07768|SUIS_RABIT/68-113 Isomaltase [Oryctolagus cuniculus] 
Orycu Isomaltase_2 smart|PD-uniprot|P07768|SUIS_RABIT/927-981 Isomaltase [Oryctolagus cuniculus] 
Orycu TFF1_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000E2EC9B|UPI0000E2EC9B/26-72 PREDICTED: trefoil factor 1-like, partial 
[Oryctolagus cuniculus] 
Orycu Unch_1 
smart|PD-uniprot|UPI0001CE1655|UPI0001CE1655/1229-1283 PREDICTED: mCG142196-like 
[Oryctolagus cuniculus] 
Orycu Unch_2 
smart|PD-uniprot|UPI0001CE1655|UPI0001CE1655/354-407 PREDICTED: mCG142196-like 
[Oryctolagus cuniculus] 
Orycu ZP1_1 
smart|PD-uniprot|UPI0001CE0C98|UPI0001CE0C98/217-260 PREDICTED: zona pellucida 
glycoprotein 1 [Oryctolagus cuniculus] 
Orycu ZP4_1 
smart|PD-uniprot|Q00193|ZP4_RABIT/145-190 Processed zona pellucida sperm-binding protein 4 
[Oryctolagus cuniculus] 
Oryja Choriogen_1 smart|PD-uniprot|Q5EC19|Q5EC19_ORYJA/260-301 Choriogenin H [Oryzias javanicus] 
Oryla Choriogen_2 smart|PD-uniprot|P79817|P79817_ORYLA/230-271 Choriogenin H [Oryzias latipes] 
Oryla Choriogen_3 smart|PD-uniprot|Q8JI22|Q8JI22_ORYLA/309-350 Choriogenin H (Fragment) [Oryzias latipes] 
Oryla Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSORLP00000011250|ENSORLP00000011250/21-70 no description [Oryzias 
latipes] 
Oryla Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSORLP00000015392|ENSORLP00000015392/60-109 no description [Oryzias 
latipes] 
Oryla Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSORLP00000015392|ENSORLP00000015392/926-978 no description [Oryzias 
latipes] 
Oryla Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSORLP00000015394|ENSORLP00000015394/2-51 no description [Oryzias 
latipes] 
Oryme Choriog_1 smart|PD-uniprot|A3FK62|A3FK62_9SMEG/303-344 Choriogenin H [Oryzias melastigma] 
Pantro alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000E24B36|UPI0000E24B36/80-134 PREDICTED: acid alpha-glucosidase 
isoform 3 [Pan troglodytes] 
Pantro Maltase-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000E217F8|UPI0000E217F8/41-91 PREDICTED: maltase-glucoamylase [Pan 
troglodytes] 
Pantro Maltase-gluc_2 
smart|PD-uniprot|UPI0000E217F8|UPI0000E217F8/900-953 PREDICTED: maltase-glucoamylase 
[Pan troglodytes] 
Pantro Sucrase-iso_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000E20059|UPI0000E20059/60-112 PREDICTED: sucrase-isomaltase (alpha-
glucosidase) [Pan troglodytes] 
Pantro Sucrase-iso_2 
smart|PD-uniprot|UPI0000E20059|UPI0000E20059/926-980 PREDICTED: sucrase-isomaltase 
(alpha-glucosidase) [Pan troglodytes] 
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Pantro TFF2_1 
smart|PD-uniprot|UPI00004E7E17|UPI00004E7E17/29-76 PREDICTED: trefoil factor 2 [Pan 
troglodytes] 
Pantro TFF2_2 
smart|PD-uniprot|UPI00004E7E17|UPI00004E7E17/79-125 PREDICTED: trefoil factor 2 [Pan 
troglodytes] 
Pantro TFF3_1 
smart|PD-uniprot|UPI00004E7E16|UPI00004E7E16/80-126 PREDICTED: trefoil factor 3 [Pan 
troglodytes] 
Pantro Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSPTRP00000023991|ENSPTRP00000023991/29-75 no description [Pan 
troglodytes] 
Pantro Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSPTRP00000033889|ENSPTRP00000033889/88-137 no description [Pan 
troglodytes] 
Pantro Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSPTRP00000033889|ENSPTRP00000033889/950-1003 no description [Pan 
troglodytes] 
Pantro ZP4_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000E1F0B5|UPI0000E1F0B5/141-186 PREDICTED: zona pellucida 
glycoprotein 4 [Pan troglodytes] 
Papcy ZPb_1 smart|PD-uniprot|Q864C0|Q864C0_PAPCY/141-186 ZPB protein [Papio cynocephalus] 
Phaco ZP4_1 smart|PD-uniprot|A5HTX4|A5HTX4_PHACC/91-137 ZP4 protein (Fragment) [Phasianus colchicus] 
Polmi TFF_1 smart|PD-uniprot|Q3V5L7|Q3V5L7_POLMI/114-160 Trefoil factor [Polyandrocarpa misakiensis] 
Polmi TFF_2 smart|PD-uniprot|Q3V5L7|Q3V5L7_POLMI/162-208 Trefoil factor [Polyandrocarpa misakiensis] 
Polmi TFF_3 smart|PD-uniprot|Q3V5L7|Q3V5L7_POLMI/20-66 Trefoil factor [Polyandrocarpa misakiensis] 
Polmi TFF_4 smart|PD-uniprot|Q3V5L7|Q3V5L7_POLMI/209-247 Trefoil factor [Polyandrocarpa misakiensis] 
Polmi TFF_5 smart|PD-uniprot|Q3V5L7|Q3V5L7_POLMI/67-112 Trefoil factor [Polyandrocarpa misakiensis] 
Ponab Alpha-gluc_1 smart|PD-uniprot|Q5R7A9|LYAG_PONAB/80-134 Lysosomal alpha-glucosidase [Pongo abelii] 
Psere HypA 1 
gi|451262829|gb|GAEI01004742.1| TSA: Pseudacris regilla Pseudacris.regilla_contig_4742 mRNA 
sequence 
Psere HypA 2 
gi|451262829|gb|GAEI01004742.1| TSA: Pseudacris regilla Pseudacris.regilla_contig_4742 mRNA 
sequence 
Psere HypA 3 
gi|451262829|gb|GAEI01004742.1| TSA: Pseudacris regilla Pseudacris.regilla_contig_4742 mRNA 
sequence 
Pseuam ZP_1 
smart|PD-uniprot|Q91236|Q91236_PSEAM/184-225 Zona pellucida protein [Pseudopleuronectes 
americanus] 
Raca Alpha-
macroglob_1 
smart|PD-uniprot|Q8QGD4|Q8QGD4_RANCA/1424-1470 Monomeric alpha-macroglobulin [Rana 
catesbeiana] 
Ratno alpha-gluc_1 smart|PD-uniprot|Q6P7A9|LYAG_RAT/80-134 Lysosomal alpha-glucosidase [Rattus norvegicus] 
Ratno Isomaltase_1 smart|PD-uniprot|P23739|SUIS_RAT/71-123 Isomaltase [Rattus norvegicus] 
Ratno Isomaltase_2 smart|PD-uniprot|P23739|SUIS_RAT/933-987 Isomaltase [Rattus norvegicus] 
Ratno Maltase-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI0001B7B861|UPI0001B7B861/828-881 maltase-glucoamylase [Rattus 
norvegicus] 
Ratno Sucrase-iso_1 
smart|PD-uniprot|UPI0001B7BA89|UPI0001B7BA89/71-123 Sucrase-isomaltase, intestinal 
[Contains: Sucrase (EC 3.2.1.48); Isomaltase (EC 3.2.1.10)]. [Rattus norvegicus] 
Ratno Sucrase-iso_2 
smart|PD-uniprot|UPI0001B7BA89|UPI0001B7BA89/931-985 Sucrase-isomaltase, intestinal 
[Contains: Sucrase (EC 3.2.1.48); Isomaltase (EC 3.2.1.10)]. [Rattus norvegicus] 
Ratno TFF1_1 smart|PD-uniprot|Q63467|TFF1_RAT/26-72 Trefoil factor 1 [Rattus norvegicus] 
Ratno TFF2_1 
smart|PD-uniprot|UPI00001D15B5|UPI00001D15B5/29-76 Trefoil factor 2 precursor (Spasmolytic 
polypeptide) (SP). [Rattus norvegicus] 
Ratno TFF2_2 
smart|PD-uniprot|UPI00001D15B5|UPI00001D15B5/79-125 Trefoil factor 2 precursor (Spasmolytic 
polypeptide) (SP). [Rattus norvegicus] 
Ratno Unch_1 
smart|PD-uniprot|D3ZY70|D3ZY70_RAT/31-77 Putative uncharacterized protein Tff3 [Rattus 
norvegicus] 
Ratno Unch_2 
smart|PD-uniprot|D4A3J6|D4A3J6_RAT/70-118 Putative uncharacterized protein 
ENSRNOP00000035207 [Rattus norvegicus] 
Ratno Unch_3 
smart|PD-uniprot|D4A3J6|D4A3J6_RAT/930-983 Putative uncharacterized protein 
ENSRNOP00000035207 [Rattus norvegicus] 
Ratno ZP1_1 
smart|PD-uniprot|UPI000019C2AA|UPI000019C2AA/224-267 Zona pellucida sperm-binding protein 
1 precursor (Zona pellucida glycoprotein 1) (Zp-1). [Rattus norvegicus] 
Ratno ZPb_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000251C69|UPI0000251C69/148-195 Zona pellucida sperm-binding protein 4 
precursor (Zona pellucida sperm-binding protein B). [Rattus norvegicus] 
Salal Zpa_1 
smart|PD-uniprot|Q6TA35|Q6TA35_SALAL/207-248 Zona pellucida protein alpha (Fragment) 
[Salvelinus alpinus] 
Salal ZPb_1 
smart|PD-uniprot|Q6TA34|Q6TA34_SALAL/149-190 Zona pellucida protein beta (Fragment) 
[Salvelinus alpinus] 
Salsa ZP_1 smart|PD-uniprot|O42464|O42464_SALSA/79-120 Eggshell protein [Salmo salar] 
Salsa ZP_2 smart|PD-uniprot|O42465|O42465_SALSA/107-148 Eggshell protein (Fragment) [Salmo salar] 
Spaur ZPb_1 smart|PD-uniprot|Q3ZE26|Q3ZE26_SPAAU/107-148 Zona pellucida protein Ba [Sparus aurata] 
Spaur ZPb_1 smart|PD-uniprot|Q3ZE28|Q3ZE28_SPAAU/265-306 Zona pellucida protein Bb [Sparus aurata] 
Sunmu Isomaltase_1 smart|PD-uniprot|O62653|SUIS_SUNMU/46-98 Isomaltase [Suncus murinus] 
Sunmu Isomaltase_2 smart|PD-uniprot|O62653|SUIS_SUNMU/912-965 Isomaltase [Suncus murinus] 
Suscro TFF1_1 smart|PD-uniprot|Q0VTR3|Q0VTR3_PIG/27-69 Trefoil factor 1 (Fragment) [Sus scrofa] 
Suscro TFF2_1 smart|PD-uniprot|P01359|TFF2_PIG/27-74 Trefoil factor 2 (Fragment) [Sus scrofa] 
Suscro TFF2_2 smart|PD-uniprot|P01359|TFF2_PIG/77-123 Trefoil factor 2 (Fragment) [Sus scrofa] 
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Suscro TFF3_1 smart|PD-uniprot|Q29183|TFF3_PIG/30-76 Trefoil factor 3 [Sus scrofa] 
Suscro ZP4_1 
smart|PD-uniprot|Q07287|ZP4_PIG/142-187 Processed zona pellucida sperm-binding protein 4 [Sus 
scrofa] 
Taegu maltase-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI000194CE6C|UPI000194CE6C/46-95 PREDICTED: maltase-glucoamylase 
[Taeniopygia guttata] 
Taegu maltase-gluc_2 
smart|PD-uniprot|UPI000194CE6C|UPI000194CE6C/909-960 PREDICTED: maltase-glucoamylase 
[Taeniopygia guttata] 
Taegu Unch_1 
smart|PD-uniprot|UPI000194E1EF|UPI000194E1EF/24-74 PREDICTED: hypothetical protein, partial 
[Taeniopygia guttata] 
Takru Unch_2 smart|PD-uniprot|UPI00016E10E8|UPI00016E10E8/71-120 unknown [Takifugu rubripes] 
Takru Unch_3 smart|PD-uniprot|UPI00016E10E8|UPI00016E10E8/939-991 unknown [Takifugu rubripes] 
Takru Unch_4 smart|PD-uniprot|UPI00016E1497|UPI00016E1497/26-67 unknown [Takifugu rubripes] 
Takru Unch_5 smart|PD-uniprot|UPI00016E1498|UPI00016E1498/52-93 unknown [Takifugu rubripes] 
Takru Unch_6 smart|PD-uniprot|UPI00016E8143|UPI00016E8143/133-174 unknown [Takifugu rubripes] 
Takru Unch_7 smart|PD-uniprot|UPI00016E8144|UPI00016E8144/102-143 unknown [Takifugu rubripes] 
Tetni Unch_1 
smart|PD-uniprot|Q4RJJ9|Q4RJJ9_TETNG/1-49 Chromosome 3 SCAF15037, whole genome shotgun 
sequence. (Fragment) [Tetraodon nigroviridis] 
Tetni Unch_2 
smart|PD-uniprot|Q4SML8|Q4SML8_TETNG/8-71 Chromosome 18 SCAF14547, whole genome 
shotgun sequence. (Fragment) [Tetraodon nigroviridis] 
Tetni Unch_3 smart|PD-uniprot|UPI00017B2114|UPI00017B2114/13-76 unknown [Tetraodon nigroviridis] 
Tetni Unch_4 smart|PD-uniprot|UPI00017B30F4|UPI00017B30F4/149-190 unknown [Tetraodon nigroviridis] 
Tetni Unch_5 smart|PD-uniprot|UPI00017B3756|UPI00017B3756/79-128 unknown [Tetraodon nigroviridis] 
Trivu ZPb_1 smart|PD-uniprot|Q9MYK7|Q9MYK7_TRIVU/138-183 Zona pellucida B [Trichosurus vulpecula] 
Tupbe Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSTBEP00000005719|ENSTBEP00000005719/63-112 no description [Tupaia 
belangeri] 
Tupbe Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSTBEP00000008850|ENSTBEP00000008850/29-76 no description [Tupaia 
belangeri] 
Tupbe Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSTBEP00000008850|ENSTBEP00000008850/79-125 no description [Tupaia 
belangeri] 
Tupbe Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSTBEP00000014578|ENSTBEP00000014578/49-101 no description [Tupaia 
belangeri] 
Tupbe Unch_5 
smart|PD-ensembl|ENSTBEP00000014578|ENSTBEP00000014578/914-968 no description [Tupaia 
belangeri] 
Turtru Unch_1 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000000480|ENSTTRP00000000480/74-127 no description [Tursiops 
truncatus] 
Turtru Unch_2 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000000686|ENSTTRP00000000686/81-127 no description [Tursiops 
truncatus] 
Turtru Unch_3 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000000687|ENSTTRP00000000687/2-49 no description [Tursiops 
truncatus] 
Turtru Unch_4 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000000687|ENSTTRP00000000687/52-98 no description [Tursiops 
truncatus] 
Turtru Unch_5 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000000688|ENSTTRP00000000688/29-75 no description [Tursiops 
truncatus] 
Turtru Unch_6 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000012010|ENSTTRP00000012010/141-186 no description 
[Tursiops truncatus] 
Turtru Unch_7 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000012494|ENSTTRP00000012494/61-113 no description [Tursiops 
truncatus] 
Turtru Unch_8 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000012494|ENSTTRP00000012494/927-981 no description 
[Tursiops truncatus] 
Turtru Unch_9 
smart|PD-ensembl|ENSTTRP00000012608|ENSTTRP00000012608/55-104 no description [Tursiops 
truncatus] 
Xenla Gp37_1 smart|PD-uniprot|Q9IB72|Q9IB72_XENLA/135-181 Gp37 [Xenopus laevis] 
Xenla Hyp_1 smart|PD-uniprot|Q05AT7|Q05AT7_XENLA/135-181 MGC154888 protein [Xenopus laevis] 
Xenla LZPb_1 smart|PD-uniprot|Q91673|Q91673_XENLA/135-181 Lzpb-a protein [Xenopus laevis] 
Xenla MUCA1_1 smart|PD-uniprot|P10667|MUA1_XENLA/21-67 Integumentary mucin A.1 [Xenopus laevis] 
Xenla MUCA1_2 smart|PD-uniprot|P10667|MUA1_XENLA/303-346 Integumentary mucin A.1 [Xenopus laevis] 
Xenla MUCA1_3 smart|PD-uniprot|P10667|MUA1_XENLA/351-397 Integumentary mucin A.1 [Xenopus laevis] 
Xenla MUCA1_4 smart|PD-uniprot|P10667|MUA1_XENLA/72-118 Integumentary mucin A.1 [Xenopus laevis] 
Xenla MUCC1_1 
smart|PD-uniprot|Q05049|MUC1_XENLA/160-206 Integumentary mucin C.1 (Fragment) [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_10 
smart|PD-uniprot|Q05049-2|Q05049-2/526-572 Isoform 2 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_11 
smart|PD-uniprot|Q05049-2|Q05049-2/574-617 Isoform 2 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_12 
smart|PD-uniprot|Q05049-3|Q05049-3/160-206 Isoform 3 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_13 
smart|PD-uniprot|Q05049-3|Q05049-3/305-351 Isoform 3 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_14 smart|PD-uniprot|Q05049-3|Q05049-3/352-398 Isoform 3 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
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laevis] 
Xenla MUCC1_15 
smart|PD-uniprot|Q05049-3|Q05049-3/445-491 Isoform 3 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_16 
smart|PD-uniprot|Q05049-3|Q05049-3/492-538 Isoform 3 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_17 
smart|PD-uniprot|Q05049-3|Q05049-3/540-583 Isoform 3 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_18 
smart|PD-uniprot|Q05049-4|Q05049-4/160-206 Isoform 4 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_19 
smart|PD-uniprot|Q05049-4|Q05049-4/276-322 Isoform 4 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_2 
smart|PD-uniprot|Q05049|MUC1_XENLA/305-351 Integumentary mucin C.1 (Fragment) [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_20 
smart|PD-uniprot|Q05049-4|Q05049-4/323-369 Isoform 4 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_21 
smart|PD-uniprot|Q05049-4|Q05049-4/495-541 Isoform 4 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_22 
smart|PD-uniprot|Q05049-4|Q05049-4/542-588 Isoform 4 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_23 
smart|PD-uniprot|Q05049-4|Q05049-4/590-633 Isoform 4 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_24 
smart|PD-uniprot|Q05049-5|Q05049-5/160-206 Isoform 5 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_25 
smart|PD-uniprot|Q05049-5|Q05049-5/286-332 Isoform 5 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_26 
smart|PD-uniprot|Q05049-5|Q05049-5/458-504 Isoform 5 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_27 
smart|PD-uniprot|Q05049-5|Q05049-5/505-551 Isoform 5 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_28 
smart|PD-uniprot|Q05049-5|Q05049-5/553-596 Isoform 5 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_3 
smart|PD-uniprot|Q05049|MUC1_XENLA/352-398 Integumentary mucin C.1 (Fragment) [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_4 
smart|PD-uniprot|Q05049|MUC1_XENLA/524-570 Integumentary mucin C.1 (Fragment) [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_5 
smart|PD-uniprot|Q05049|MUC1_XENLA/571-617 Integumentary mucin C.1 (Fragment) [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_6 
smart|PD-uniprot|Q05049|MUC1_XENLA/619-662 Integumentary mucin C.1 (Fragment) [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_7 
smart|PD-uniprot|Q05049-2|Q05049-2/160-206 Isoform 2 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_8 
smart|PD-uniprot|Q05049-2|Q05049-2/307-353 Isoform 2 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla MUCC1_9 
smart|PD-uniprot|Q05049-2|Q05049-2/479-525 Isoform 2 of Integumentary mucin C.1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla PD_1 smart|PD-uniprot|Q5KR09|Q5KR09_XENLA/27-73 P-domain peptide [Xenopus laevis] 
Xenla XP1_1 
smart|PD-uniprot|Q00222|XP1_XENLA/30-76 Putative gastrointestinal growth factor xP1 [Xenopus 
laevis] 
Xenla XP2_1 smart|PD-uniprot|P17437|XP2_XENLA/349-395 Skin secretory protein xP2 [Xenopus laevis] 
Xenla XP2_2 smart|PD-uniprot|P17437|XP2_XENLA/396-439 Skin secretory protein xP2 [Xenopus laevis] 
Xenla XP2_3 
smart|PD-uniprot|P17437-2|P17437-2/31-77 Isoform 2 of Skin secretory protein xP2 [Xenopus 
laevis] 
Xenla XP2_4 
smart|PD-uniprot|P17437-2|P17437-2/78-121 Isoform 2 of Skin secretory protein xP2 [Xenopus 
laevis] 
Xenla XP4_1 smart|PD-uniprot|B7ZQT1|B7ZQT1_XENLA/123-170 p4.2 trefoil factor [Xenopus laevis] 
Xenla XP4_2 smart|PD-uniprot|B7ZQT1|B7ZQT1_XENLA/173-219 p4.2 trefoil factor [Xenopus laevis] 
Xenla XP4_3 smart|PD-uniprot|B7ZQT1|B7ZQT1_XENLA/25-71 p4.2 trefoil factor [Xenopus laevis] 
Xenla XP4_4 smart|PD-uniprot|B7ZQT1|B7ZQT1_XENLA/73-120 p4.2 trefoil factor [Xenopus laevis] 
Xenla XP4_5 
smart|PD-uniprot|Q00223|XP4_XENLA/123-170 Putative gastrointestinal growth factor xP4 [Xenopus 
laevis] 
Xenla XP4_6 
smart|PD-uniprot|Q00223|XP4_XENLA/173-219 Putative gastrointestinal growth factor xP4 [Xenopus 
laevis] 
Xenla XP4_7 
smart|PD-uniprot|Q00223|XP4_XENLA/25-71 Putative gastrointestinal growth factor xP4 [Xenopus 
laevis] 
Xenla XP4_8 
smart|PD-uniprot|Q00223|XP4_XENLA/73-120 Putative gastrointestinal growth factor xP4 [Xenopus 
laevis] 
Xentro alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI00004D253F|UPI00004D253F/22-73 Lysosomal alpha-glucosidase precursor 
(EC 3.2.1.20) (Acid maltase) (Aglucosidase alfa) [Contains: 76 kDa lysosomal alpha-glucosidase; 70 
kDa lysosomal alpha-glucosidase]. [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
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Xentro Sucrase-iso_1 
smart|PD-uniprot|UPI000069E506|UPI000069E506/5-50 Sucrase-isomaltase, intestinal [Contains: 
Sucrase (EC 3.2.1.48); Isomaltase (EC 3.2.1.10)]. [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro Sucrase-iso_2 
smart|PD-uniprot|UPI000069E506|UPI000069E506/862-914 Sucrase-isomaltase, intestinal 
[Contains: Sucrase (EC 3.2.1.48); Isomaltase (EC 3.2.1.10)]. [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro Sucrase-iso_3 
smart|PD-uniprot|UPI000069E507|UPI000069E507/1-45 Sucrase-isomaltase, intestinal [Contains: 
Sucrase (EC 3.2.1.48); Isomaltase (EC 3.2.1.10)]. [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro Sucrase-iso_4 
smart|PD-uniprot|UPI000069E507|UPI000069E507/857-909 Sucrase-isomaltase, intestinal 
[Contains: Sucrase (EC 3.2.1.48); Isomaltase (EC 3.2.1.10)]. [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro Sucrase-iso_5 
smart|PD-uniprot|UPI000069E509|UPI000069E509/4-31 Sucrase-isomaltase, intestinal [Contains: 
Sucrase (EC 3.2.1.48); Isomaltase (EC 3.2.1.10)]. [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro Sucrase-iso_6 
smart|PD-uniprot|UPI000069E509|UPI000069E509/843-895 Sucrase-isomaltase, intestinal 
[Contains: Sucrase (EC 3.2.1.48); Isomaltase (EC 3.2.1.10)]. [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_1 
smart|PD-uniprot|UPI00004D9DDA|UPI00004D9DDA/123-170 Trefoil factor 1 precursor (pS2 
protein) (HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_10 
smart|PD-uniprot|UPI00006A11CD|UPI00006A11CD/30-76 Trefoil factor 1 precursor (pS2 protein) 
(HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_2 
smart|PD-uniprot|UPI00004D9DDA|UPI00004D9DDA/173-219 Trefoil factor 1 precursor (pS2 
protein) (HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_3 
smart|PD-uniprot|UPI00004D9DDA|UPI00004D9DDA/25-71 Trefoil factor 1 precursor (pS2 protein) 
(HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_4 
smart|PD-uniprot|UPI00004D9DDA|UPI00004D9DDA/73-120 Trefoil factor 1 precursor (pS2 
protein) (HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_5 
smart|PD-uniprot|UPI00006A11CB|UPI00006A11CB/100-146 Trefoil factor 1 precursor (pS2 
protein) (HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_6 
smart|PD-uniprot|UPI00006A11CB|UPI00006A11CB/1-46 Trefoil factor 1 precursor (pS2 protein) 
(HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_7 
smart|PD-uniprot|UPI00006A11CB|UPI00006A11CB/148-194 Trefoil factor 1 precursor (pS2 
protein) (HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_8 
smart|PD-uniprot|UPI00006A11CB|UPI00006A11CB/49-95 Trefoil factor 1 precursor (pS2 protein) 
(HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro TFF1_9 
smart|PD-uniprot|UPI00006A11CC|UPI00006A11CC/27-73 Trefoil factor 1 precursor (pS2 protein) 
(HP1.A) (Breast cancer estrogen-inducible protein) (PNR-2). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro Unch_1 
smart|PD-uniprot|A9UMD7|A9UMD7_XENTR/81-122 LOC100135321 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro Unch_2 
smart|PD-uniprot|A9UML2|A9UML2_XENTR/1-43 LOC100135388 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro Unch_3 
smart|PD-uniprot|A9UML2|A9UML2_XENTR/165-211 LOC100135388 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro Unch_4 
smart|PD-uniprot|A9UML2|A9UML2_XENTR/212-259 LOC100135388 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro Unch_5 
smart|PD-uniprot|A9UML2|A9UML2_XENTR/271-314 LOC100135388 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro Unch_6 
smart|PD-uniprot|B1H2Z4|B1H2Z4_XENTR/1-43 LOC100145517 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro Unch_7 
smart|PD-uniprot|B1H2Z4|B1H2Z4_XENTR/151-197 LOC100145517 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro Unch_8 
smart|PD-uniprot|B1H2Z4|B1H2Z4_XENTR/198-245 LOC100145517 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro Unch_9 
smart|PD-uniprot|B1H2Z4|B1H2Z4_XENTR/257-300 LOC100145517 protein [Xenopus (Silurana) 
tropicalis] 
Xentro ZP1_1 
smart|PD-uniprot|UPI000069FFF2|UPI000069FFF2/128-174 Zona pellucida sperm-binding protein 1 
precursor (Zona pellucida glycoprotein 1) (Zp-1). [Xenopus (Silurana) tropicalis] 
Xentro ZPb_1 
smart|PD-uniprot|Q8AWX4|Q8AWX4_XENTR/135-181 Egg envelope component ZPB [Xenopus 
(Silurana) tropicalis] 
Acdi TFF1 aug_v2a.20733.t1 
Acdi TFF2 aug_v2a.20733.t2 
Acmi TFF like1_1 
gi|89140538|gb|DY586083.1|DY586083 GS01JC11 Acropora millepora presettlement library GS01 
Acropora millepora cDNA clone GS01JC11, mRNA sequence1 
Acmi TFF like1_2 
gi|89140538|gb|DY586083.1|DY586083 GS01JC11 Acropora millepora presettlement library GS01 
Acropora millepora cDNA clone GS01JC11, mRNA sequence2 
Acpa TFF 1_1 
gi|282474138|gb|GW203530.1|GW203530 CCHX9187.b1 CCHX Acropora palmata heat/dark/disease-
stressed adult + infected larvae Acropora palmata cDNA clone CCHX9187 5', mRNA sequence 
Acpa TFF 1_2 
gi|282474138|gb|GW203530.1|GW203530 CCHX9187.b1 CCHX Acropora palmata heat/dark/disease-
stressed adult + infected larvae Acropora palmata cDNA clone CCHX9187 5', mRNA sequence 
Aippa HypA 1 gi|386978225|gb|JV098717.1| TSA: Aiptasia pallida Loc_20467_Tr_1 mRNA sequence 
Aippa HypA 2 gi|386978225|gb|JV098717.1| TSA: Aiptasia pallida Loc_20467_Tr_1 mRNA sequence 
Aippa HypA 3 gi|386978225|gb|JV098717.1| TSA: Aiptasia pallida Loc_20467_Tr_1 mRNA sequence 
Hyeq TFF1 Hydractinia echinata TFFlikeA 1 
Hyeq TFF2 Hydractinia echinata TFFlikeA 2 
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Hyeq TFF3 Hydractinia echinata TFFlikeA 3 
Hyeq TFF4 Hydractinia echinata TFFlikeB 
Hyma Unch_1 
smart|PD-uniprot|UPI0001923902|UPI0001923902/24-73 PREDICTED: similar to predicted protein 
[Hydra magnipapillata] 
Hyma Unch_2 
smart|PD-uniprot|UPI0001926F45|UPI0001926F45/24-73 PREDICTED: similar to predicted protein 
[Hydra magnipapillata] 
Hyma Unch_3 
smart|PD-uniprot|UPI0001927587|UPI0001927587/170-217 PREDICTED: similar to tyrosine kinase 
receptor, partial [Hydra magnipapillata] 
Hysy_TFF_1 Hydractinia symbiolongicarpus TFFlike 1 
Hysy_TFF_2 Hydractinia symbiolongicarpus TFFlike 2 
Hysy_TFF_3 Hydractinia symbiolongicarpus TFFlike 3 
Hysy_TFF_4 Hydractinia symbiolongicarpus TFFlike 4 
Hysy_TFFShK Hydractinia symbiolongicarpus TFF-ShK 
Mofa TFF11 
gi|282532168|gb|GW259042.1|GW259042 CCHW8110.b1 CCHW Montastraea faveolata 
heat/dark/disease-stressed adult + 6 day old larvae Montastraea faveolata cDNA clone CCHW8110 5', 
mRNA sequence 
Mofa TFF21 
gi|282532168|gb|GW259042.1|GW259042 CCHW8110.b1 CCHW Montastraea faveolata 
heat/dark/disease-stressed adult + 6 day old larvae Montastraea faveolata cDNA clone CCHW8110 5', 
mRNA sequence 
Nemve Hyp_1 smart|PD-uniprot|A7RL31|A7RL31_NEMVE/27-72 Predicted protein [Nematostella vectensis] 
Nemve Hyp_2 smart|PD-uniprot|A7RL31|A7RL31_NEMVE/73-120 Predicted protein [Nematostella vectensis] 
Stropu Maltase-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000E4718D|UPI0000E4718D/1026-1072 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase (alpha-glucosidase) [Strongylocentrotus purpuratus] 
Stropu Maltase-gluc_2 
smart|PD-uniprot|UPI0000E4718D|UPI0000E4718D/60-111 PREDICTED: similar to Maltase-
glucoamylase (alpha-glucosidase) [Strongylocentrotus purpuratus] 
Moral alpha-gluc_1 smart|PD-uniprot|Q876Z7|Q876Z7_9FUNG/45-90 Alpha-glucosidase [Mortierella alliacea] 
Moral alpha-gluc_2 smart|PD-uniprot|Q876Z7|Q876Z7_9FUNG/91-128 Alpha-glucosidase [Mortierella alliacea] 
Sacko Sucrase-iso_1 
smart|PD-uniprot|UPI0001CBA326|UPI0001CBA326/204-254 PREDICTED: sucrase-isomaltase-like, 
partial [Saccoglossus kowalevskii] 
Sacko Sucrase-iso_2 
smart|PD-uniprot|UPI0001CBA326|UPI0001CBA326/41-93 PREDICTED: sucrase-isomaltase-like, 
partial [Saccoglossus kowalevskii] 
Sacko Sucrase-iso_3 
smart|PD-uniprot|UPI0001CBB806|UPI0001CBB806/130-177 PREDICTED: sucrase-isomaltase-like 
[Saccoglossus kowalevskii] 
Sacko Sucrase-iso_4 
smart|PD-uniprot|UPI0001CBB806|UPI0001CBB806/26-76 PREDICTED: sucrase-isomaltase-like 
[Saccoglossus kowalevskii] 
Sacko Sucrase-iso_5 
smart|PD-uniprot|UPI0001CBB806|UPI0001CBB806/84-129 PREDICTED: sucrase-isomaltase-like 
[Saccoglossus kowalevskii] 
Sacko Sucrase-iso_6 
smart|PD-uniprot|UPI0001CBBC17|UPI0001CBBC17/33-81 PREDICTED: sucrase-isomaltase-like 
[Saccoglossus kowalevskii] 
Pedhu Alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI000186CA57|UPI000186CA57/31-91 alpha glucosidase, putative [Pediculus 
humanus corporis] 
Trica alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|UPI0000D55ABA|UPI0000D55ABA/151-207 PREDICTED: similar to acid alpha-
glucosidase [Tribolium castaneum] 
Mytga HypA 1 
gi|506463864|gb|GAEN01020400.1| TSA: Mytilus galloprovincialis NORM_MGT_c21294 mRNA 
sequence 
Mytga HypA 2 
gi|506463864|gb|GAEN01020400.1| TSA: Mytilus galloprovincialis NORM_MGT_c21294 mRNA 
sequence 
Mytga HypA 3 
gi|506463864|gb|GAEN01020400.1| TSA: Mytilus galloprovincialis NORM_MGT_c21294 mRNA 
sequence 
Cael Unch_1 
smart|PD-uniprot|Q19004|Q19004_CAEEL/17-72 Putative uncharacterized protein [Caenorhabditis 
elegans] 
Triad Unch_1 
smart|PD-uniprot|B3RWC2|B3RWC2_TRIAD/68-118 Putative uncharacterized protein [Trichoplax 
adhaerens] 
Triad Unch_2 
smart|PD-uniprot|B3RWC2|B3RWC2_TRIAD/931-981 Putative uncharacterized protein [Trichoplax 
adhaerens] 
Triad Unch_3 
smart|PD-uniprot|B3RWC4|B3RWC4_TRIAD/75-126 Putative uncharacterized protein [Trichoplax 
adhaerens] 
Triad Unch_4 
smart|PD-uniprot|B3RWC4|B3RWC4_TRIAD/943-993 Putative uncharacterized protein [Trichoplax 
adhaerens] 
Triad Unch_5 
smart|PD-uniprot|B3RWC9|B3RWC9_TRIAD/72-122 Putative uncharacterized protein [Trichoplax 
adhaerens] 
Triad Unch_6 
smart|PD-uniprot|B3RZE9|B3RZE9_TRIAD/65-114 Putative uncharacterized protein [Trichoplax 
adhaerens] 
Adiva Malt-gluc_1 
smart|PD-uniprot|D4NWE4|D4NWE4_ADIVA/31-83 Maltase-glucoamylase-like protein [Adineta 
vaga] 
Adiva Malt-gluc_2 
smart|PD-uniprot|D4NWE4|D4NWE4_ADIVA/936-984 Maltase-glucoamylase-like protein [Adineta 
vaga] 
Schiman alpha-gluc_1 
smart|PD-uniprot|C4Q2P1|C4Q2P1_SCHMA/24-76 Alpha-glucosidase, putative [Schistosoma 
mansoni] 
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Anexo D. Geles 
1) Muestras de RNA extraídas para ambos tratamientos y todos los tiempos. (A) 
Extracción inicial. (B) Post-tratamiento con DNasa. 
 
 
